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Uber die Konstitution des Cinchols; 
seine Uberfihrung in 3-Oxy-atio-allocholanon-(17). 


3. Mitteilung iiber Sexualhormone und verwandte Stoffe '). 
Von 


Wilhelm Dirscherl. 


(Aus dem Wissenschaftlichen Laboratorium der C. F. Boehringer & Séhne G. m. b. H. 
und der Vereinigten Chininfabriken Zimmer & Co. G.m.b. H., Mannheim-Waldhof.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 30. Mai 1935.) 


Aus der Chinarinde libt sich ein Sterin gewinnen, das von Lieber- 
mann’) als Oxy-chinoterpen und, nachdem er den nahen Zusammenhang 
mit Cholesterin erkannt hatte, als Cholestol C,,H,,.O, bezeichnet wurde. 
Hesse’) hat festgestellt, daB im sogenannten Chinawachs bzw. dem Cincho- 
cerotin in betriichtlichen Mengen ein Sterin enthalten ist, das er Cinchol 
nannte. Das Oxy-chinoterpen von Liebermann hielt Hesse fiir fast 
reines Cinchol. Hesse stellte fiir das Cinchol auf Grund von Analysen 
des Sterins und seines Acetylderivates die Formel C,,H,,O0 auf, auch 
Liebermann fiihrte in seiner zweiten Mitteilung héhere Kohlenstoffwerte 
an, die auf diese Formel stimmten. Hesse gab an, daf das Cinchol in 
allen echten Chinarinden enthalten sei, wiihrend das isomere Quebrachol*) 
nur in den Ledgerianarinden und das isomere Cupreol in den Cuprea- 
rinden vorkomme. (Das Cupreol®) diirfte wohl mit dem Cinchol identisch 
sein, es unterscheidet sich von diesem nur durch die Krystallform seines 
Acetats.) Vor 2 Jahren haben A. Windaus und M. Deppe®) in einer 
kurzen Notiz mitgeteilt, daB dem Cinchol die Formel C,,H,,O0 zukommt. 
Diese Autoren geben an, dab der bei 100° getrocknete Alkohol Krystall- 
wasser zuriickhilt und bei der Analyse 1—2 °/, zu wenig Kohlenstoff ergibt. 
Die Analysen des Acetylderivates und des Dinitrobenzoesiiureesters er- 
geben aber die fiir das Sterin angegebene Zusammensetzung. Das Cinchol 
der Chinarinde ist nach diesen Forschern mit dem Rhamnol (der ameri- 
kanischen Faulbaumrinde) identisch. Liebermann hat bei Kinwirkung 
von Brom auf Cinchol in Schwefelkohlenstoff einen Kérper erhalten, der 
nach dem Umkrystallisieren nur noch 1 Atom Brom enthielt, also offenbar 

) 2. Mitteilung: Diese Z. 233, 13 (1935). 

2) Ber. chem. Ges. 17, 871 (1884); 18, 1805 (1885). 

3) Liebigs Ann. 228, 294 (1885). 

4) Liebigs Ann. 211, 272 (1882). 

5) Vermutlich auch das Quebrachol. 

6) Ber. chem. Ges. 66, 1689 (1933). 
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2 Wilhelm Dirscherl, 


1 HBr abgespalten hat. Windaus und Deppe geben an, daB ihr Material 
kein doppelt ungesittigtes Sterin enthalten habe. 

Wir haben Cincho-cerotin aus Alkohol umkrystallisiert und 
der Acetylierung unterworfen. Aus dem KEssigsiureanhydrid 
krystallisiert reines Acetyl-cinchol aus, wihrend in der Mutter- 
lauge neben Acetyl-cinchol offenbar Begleitkérper in Lésung 
bleiben. Der Schmelzpunkt unseres <Acetyl-cinchols liegt bei 
130—131° und laBt sich durch Umkrystallisieren aus absolutem 
Alkohol auf 132° (korr.) steigern. Windaus gibt den Schmelz- 
punkt bei 123°, Hesse bei 124° an. Die optische Drehung 
betrigt in Chloroform [e@]?° =— 38° (nach Windaus —88,3°, 
nach Hesse —41,7°). Durch die Analyse wird die von Windaus 
gegebene Formel bestitigt. Wir haben festgestellt, daB das 
Cinchol mit Digitonin fallbar ist. Die Zerlegung des Digitonids, 
die wir nach R.Schénheimer und H. Dam’) durch Lésen in 
wenig heiBem Pyridin und Fallen mit Ather vorgenommen haben, 
ergibt Cinchol vom Schmelzp. 140—141° (korr.) zuriick. Aus 
der T'atsache der Digitoninfillbarkeit*) kann man schlieBen, dab 
die Hydroxylgruppe, iiber deren Stellung bisher nichts bekannt 
war, an C, in der gleichen sterischen Anordnung wie bei Chole- 
sterin sitzt, nicht in der sogenannten epi-Stellung. 

Die Titration des Acetyl-cinchols mit Benzopersiure spricht 
fiir das Vorhandensein einer Doppelbindung (gefunden 1,25 Doppel- 
bindungen). Diese Doppelbindung 1lai8t sich in alkoholischer oder 
iitherischer Lésung mit Palladiummohr und Wasserstoff hydrieren. 
Das Acetyl-dihydro-cinchol krystallisiert in schénen, oft mehrere 
Zentimeter langen Prismen, die bei 135—136° (korr.) schmelzen 
und in Chloroform eine optische Drehung [@]?° =+ 17,8° auf- 
weisen. Die Analyse gibt stimmende Zablen, die Benzopersiure- 
titration zeigt, daB die Doppelbindung verschwunden ist. 

Nun haben vor kurzem Ruzicka und Mitarbeiter®) gezeigt, 
da8 man durch Oxydation von Acetyl-dihydro-cholesterin (I) mit 
Chromsiiure 3-Oxy-itio-allocholanon-(17) (IJ) erhilt. 

Ruzicka oxydierte auch die an C, und C, verschiedenen 
3 Isomeren und erhielt die entsprechenden isomeren Oxyketone. 
Aus epi-Dihydro-cholesterin erhielt er so das Androsteron (III), 
das am Kapaunenkamm wirksame minnliche Sexualhormon, das 
von Butenandt aus Mannerharn isoliert worden war. 


7) Diese Z. 215, 59 (1933). 
8) E. Fernholz, Diese Z. 232, 97 (1935). 
®) Helvet. chim. Acta 17, 1389 (1934). 
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Uber die Konstitution des Cinchols usw. 8 
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cis, trans, trans, trans-3-epi-Oxy-iitio-allocholanon (17) 
Ill = Androsteron. 


EK. Fernholz?!°) hat inzwischen ohne niihere Einzelheiten 
angegeben, daB er aus Ergostanol- und Stigmastanolacetat 3-Oxy- 
iitio-allocholanon-(17) erhalten habe und Ruzicka") hat jiingst 
aus Sitostanolacetat das gleiche Keton erhalten. Wenn diese 
Reaktion auch mit schiechter Ausbeute verliuft, stellt sie doch 
eine sehr wertvolle Methode zur Konstitutionsaufklirung der Sterine 
und zur Synthese des Androsterons und seiner Isomeren dar. 

Wir haben — vor Erscheinen der letztgenannten Arbeiten — 
in der Hoffnung, eines der vier isomeren Oxyketone zu erhalten, 
das Acetyl-dihydro-cinchol der Oxydation mit Chromsiéure unter- 
worfen und so aus 30 g des Acetylkérpers 600 mg Semicarbazon 
vom Schmelzp. 260° erhalten, der nach Umkrystallisation aus 
Alkohol auf 261—262° (korr.) stieg. Ruzicka gibt den Schmelzpunkt 
zu 261—262° (korr.) an. Unser Semicarbazon gab mit dem des 
3-Acetoxy-iitio-allocholanons-(17) von gleich hohem Schmelzpunkt, 
das Herr Dr. J. Kraus aus Acetyl-dihydro-cholesterin darstellte, 


1°) Ber. chem. Ges. 68, 354 (1935). 
1) Helvet. chim. Acta 18, 430 (1935). 
1* 
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keine Mischschmelzpunktserniedrigung. Durch Spalten des Semi- 
carbazons mit Kisessig—Salzsiure und Verseifung der Acetylgruppe 
wurde das Oxyketon in Freiheit gesetzt. Es schmolz nach Um- 
krystallisation aus Benzol—Petrolither bei 167—169°, nach weiterer 
Umkrystallisation aus Essigester—Petrolither wurden schén aus- 
gebildete Krystalle vom Schmelzp. 173—174° (unkorr.) bzw. 176 
—177° (korr.) erhalten, die mit den gleichschmelzenden Krystallen 
des Oxyketons aus Dihydrocholesterin keine Mischschmelzpunkts- 
erniedrigung gaben. Die Drehung in Methylalkohol betrug + 88,8°. 
Ruzicka gibt den Schmelzpunkt der aus Dihydro-cholesterin 
erhaltenen Verbindung zu 175—176° (korr.), die Drehung zu 
+ 87,5° an'*). Die Klementaranalyse ergab die Zusammensetzung 
C,,H,,0,- Das erhaltene 3-Oxy-itio-allocholanon-(17) ist am 
Kapaunenkamm wirksam. Wir haben die Wirksamkeit nach der 
Technik von Fussginger!*) bestimmt, wobei die Substanz in 
dliger Loésung direkt in den Kamm des Kapauns eingerieben 
wird. Als Kinheit wird die tiglich angewendete Menge Sub- 
stanz bezeichnet, die nach 5tigiger Anwendung am 7, Tag ein 
Kammwachstum von 30°/, hervorruft. Die Kinheit liegt zwischen 
10 und 20 y. Nach Ruzicka ist die Kinheit des Androsterons 
bei Injektion in 70 y, die des 3-Oxy-iitio-allocholanons-(17) in 
500 y enthalten; dieses besitzt also etwa 1/, der Wirksamkeit 
des Androsterons'*), Nach der Technik von Fussginger ist 
die (tigliche) Kinheit bei Androsteron in etwa 1—2 y enthalten 5), 
Man kann also beim 3-Oxy-itio-allocholanon-(17) die Einheit in 
etwa 7—14y annehmen. Damit stimmt der von uns gefundene 
Wert von 10—20 7 gut iiberein. 

Im Vesiculardriisentest nach Loewe-Voss findet mit 500 y 
Wachstum der Driisenepithelien, aber kaum Sekretion statt, die 
Miiuseeinheit ist noch nicht erreicht. Sie diirfte bei einigen mg 
liegen. Ruzicka!) gibt an, dali Androsteron auf Wachstum und 
Sekretion der Vesiculardriise einwirkt. 10 y Substanz sind im 
Allen-Doisy-test an der weiblichen kastrierten Maus wirkungslos. 
Fiir die Ausfiihrung der physiologischen Versuche in unserem 
Laboratorium bin ich Herrn Dr. H. E. Voss zu Dank verpflichtet. 


12) Helvet. chim. Acta 18, 433 (1935). 

13) Medizin und Chemie, Abhandlungen aus den Medizinisch-Chemisch. 
Forschungsstitten der I.G. Farbenindustrie A.G. 2, 201 (1934). 

14) Helvet. chim. Acta 17, 1398 (1984). 

5) L. Ruzicka, Naturw. 23, 47 (1935). 
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Uber die Konstitution des Cinchols usw. 5 


Aus der Uberfithrung des Acetyl-dihydro-cinchols in 3-Oxy- 
‘itio-allocholanon-(17) ergibt sich, daB das Dihydro-cinchol mit 
dem Dihydro-cholesterin in bezug auf das Kohlenstoffgeriist, die 
Stellung der Substituenten und ihre sterische Anordnung iiber- 
einstimmt. Aus der Bruttoformel ergibt sich, daB die Seiten- 
kette des Dihydro-cinchols um C,H, reicher ist als die des 
Dihydro-cholesterins. Damit liBt sich die Formel des Dihydro- 
cinchols ([V) folgendermaBen auflisen: 

ue a —C, HH, 
CH, H | 
aan 


| 
HO—: Ps 
= ater i. ae 


IV trans, trans, trans, trans- 
3-Oxy-17-decy]-itio-allocholan. 


Unbekannt ist noch die Lage der Doppelbindung im Cinchol 
und der Bau der Seitenkette. Es wire méglich, daB die Seiten- 
kette beim Dihydro-cinchol und beim Tetra-hydro-stigmasterin 
gleich gebaut ist: 


| H CH; 
—CH—CH,—CH,—C—CH¢ 
| | CH, 
CH, CH, 
CH, 


Das muB sich durch Isolierung des entsprechenden Ketons 
bei Aboxydation der Seitenkette feststellen lassen. 

Die Darstellung des epi-Dihydro-cinchols und die Oxydation 
seines Acetats zu Androsteron ist ebenfalls durchgefiihrt und 
wird in Kiirze mitgeteilt. 

Versuche. . 

Cinchol. Die Darstellung erfolgte nach Hesse*) aus Cinchocerotin. 
Fiir die endgiiltige Reinigung eignet sich die Uberfiihrung in das Acetat 
und dessen Spaltung. Sehmelzp. 1388—139° (unkorr.), 140—141° (korr.). 

Fallung mit Digitonin. Aus reinem Cinchol erhalt man ein Digi- 
tonid, dessen Zerlegung in fast quantitativer Ausbeute Cinchol yom Schmelz- 
punkt 1836—137° (unkorr.) zuriickliefert. 

100 mg rohes Cinchol (Cincho-cerotin) werden in 10 cem 96°/,igem 
Alkohol gelést und dazu 25 cem einer 1°/,igen Lésung von Digitonin in 
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90°/,igem Alkohol gegeben. Die Abscheidung des Digitonids beginnt fast 
sofort. Man filtriert ab, trocknet bei 70°. 270mg. Die Zerlegung des 
Digitonids erfolgte nach Schénheimer und Dam durch Lésen in wenig 
heiBem Pyridin und Fallen mit Ather. Vom ausgefallenen Digitonin wird 
abfiltriert und das Filtrat im Vakuum zur Trockne eingedampft. Man erhiilt 
50 mg Cinchol vom Schmelzp. 140—141° (unkorr.). 


Acetylierung des Cinchols. 30g Cinchol werden mit 450 cem 
Essigsi iureanhy drid unter dem Riick fluBkiihler 4 Stunden auf dem Dampt- 
bade erhitzt. Nach einiger Zeit ist alles in Liésung gegangen. Beim Er- 
kalten scheidet sich der Acetylkérper ab, man saugt ab, wiischt mit Wasser 
und trocknet im Exsiceator. Man erhiilt 25 ¢ Acetyl-cinchol vom Schmelz- 
punkt 128—129°, Durch Umkrystallisieren aus absolutem Alkohol erhiilt 
man 22 ¢ vom Schmelzp. 130° (unkorr.), 132° (korr.). Man kann zur Dar- 
stellung des Acetyl-cinchols auch yon Cincho-cerotin ausgehen. Aus 80 ¢ 
werden 15 ¢ vom Schmeizp. 130° (unkorr.) erhalten. 


3,733 mg Subst.: 3,925 mg H,O, 11,170 mg CO,. 
C,,H 5,0, (456) Ber. C 81,51 Hl 11,49 Gef. C 81,62 H 11,77 


Benzopersiure-Titration. 8,098 mg Substanz verbrauchen in 
64 Stunden 0,348 mg O. Fiir eine Doppelbindung berechnet 0,278 mg O. 


Optische Drehung: 15,0mg auf 2cem Chloroform, 1dm; « = — 0,28°. 


[a]?° =— 38°, 


Hydrierung des Acetyl-cinchols. 50 ¢ Aeetyl-einchol werden 
in 7 Liter Alkohol (man kann statt dessen auch ein Gemiseh von Alkohol 
und Ather oder Ather verwenden) gelést, 25 ¢ Palladiummohr zugegeben 
und unter starkem Schiitteln Wasserstoff durchgeleitet. Im Verlauf der 
Hydrierung nimmt die Linksdrehung ab, die Lisung wird rechtsdrehend. 
Wenn die Reaktion beendet ist, wird vom Katalysator abfiltriert und stark 
eingeengt. Beim Abkiihlen erhilt man 40 ¢ sehr schine lange Prismen, 
die mitunter mehrere Zentimeter lang werden. Aus der Mutterlauge lassen 
sich weitere Mengen gewinnen. Die Ausbeute ist praktisch quantitativ. 
Die Krystalle schmelzen bei 133—134° (unkorr.), 1835—-136° (korr.). 


4,556, 4,722 mg Subst.: 4,850, 5,030 mg H,O, 13,520, 14,055 mg CO,. 
C,,H,,0, (458) Ber. C 81,0 H 11,80 
Gef. ,, 80,98, 81,15 ,, 11,91, 11,89. 
Benzopersiure-Titration. 31,0 mg verbrauchen in 64 Stunden 
0,05 mg O (fiir eine Doppelbindung ber. 1,4). 


5,760 mg verbrauchen in 65 Stunden 0,037 mg O (fiir 1 Doppel- 
bindung ber. 0,23 mg). 


13,42 mg auf 2 cem CHCl;, 1 dm, « = + 0,12° 
[a]2° = + 17,8°. 


10,0 mg auf 2 cem absoluten Alkohol, 1 dm, « = + 0,09°, [a]}® = + 18°. 
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Uber die Konstitution des Cinchols usw. 


Oxydation des Acetyl-dihydro-cinchols mit Chromsiure. 
30 g Acetyl-dihydro-cinchol werden in 1200 cem Eisessig gelést und bei 
95° unter starkem Riihren innerhalb 5 Stunden eine Liésung von 60 g Chrom- 
siure in 60 ccm Wasser und 300 cem Eisessig zutropfen lassen. Dann wird 
6 Stunden weitergeriihrt. Die Aufarbeitung erfolgt wie iiblich. Es werden 
6 ¢ Ausgangsmaterial zuriickgewonnen. Man erhilt 600 mg Semicarbazon 
des 3-Acet-oxy-iitio-allocholanon-(17) vom Schmelzp. 260°. Nach Umkry- 
stallisieren aus Alkohol werden 500 mg Semicarbazon in diinnen Nadelchen 
erhalten, die bei 261—262° (korr.) unter Zersetzung schmelzen. 

Aus der Mutterlauge lassen sich weitere Mengen noch unreinen 
Semicarbazons gewinnen. Das Semicarbazon wird durch Erhitzen mit 
Kisessig—konzentrierter Salzsiure und folgendes Erwirmen mit alkoholischer 
Kalilauge gespalten. Durch Umkrystallisieren aus Benzol—Petroliither werden 
Krystalle yom Schmelzp. 167—169° erhalten, die nach Umkrystallisieren 
aus Essigester—Petrolither eisblumenférmige Krystallaggregate vom Schmelz- 
punkt 173—174° (unkorr.) bzw. 176—177° (korr.) liefern. 

3,437, 3,792 mg Subst.: 9,855, 10,885 mg CO,, 3,315, 3,640 mg H,O. 


C,oH,,0, (290) Ber. © 78,58 H 10,41 
Gef. ,, 78,20, 78,32 ,, 10,74, 10,79. 


Die Testsubstanz ergab auch etwas zu niedrige C-Werte und etwas 
zu hohe H-Werte. 
25,0 mg in CH,OH auf 1 cem gelést, 0,5 dm, # = + 1,11°. 
[a] ’ = + 88,8°. 


Herrn Peter Vogler danke ich fiir seine unermiidliche 
Mithilfe bei den Versuchen, Herrn Dr. F. Hanusch fiir die Aus- 
fiihrung der Benzopersiure-Titrationen und der Drehungs- 


messungen. 
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Uber die Carotinoide des Lachsfleisches. 
(Lipochrome mariner Tiere. VL.) 


Von 
N. A. Sérensen. 
Mit 1 Figur im Text. 


(Aus dem Organisch-Chemischen Institut der Technischen Hochschule Trondheim.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 31. Mai 1935.) 


Wihrend in den letzten Jahren eine Reihe verschiedener 
Carotinoidfarbstoffe im Pflanzenreich aufgefunden ist, die alle 
vom Lycopin und damit von den Carotinen abgeleitet werden 
kénnen, sind bis jetzt nur einige wenige fiir das Tierreich spezi- 
fische Carotinoidfarbstoffe isoliert worden’). Meistens sind die 
Lipochrome tierischer Fette Mischungen von Pflanzen -Caroti- 
noiden”*), und durch zahlreiche Fiitterungsversuche ist erwiesen, 
daB sie den Carotinoiden der Nahrung entstammen und also 
schlieBlich doch pflanzlichen Ursprungs sind. Als erster Reprii- 
sentant der spezifischen Tiercarotinoide wurde der Farbstoff des 
Hummers, das Astacin von R. Kuhn und E. Lederer’) rein 
dargestellt, und seine Konstitution durch weitere Arbeiten von 
Kuhn, Lederer und Deutsch*) sowie von P. Karrer und Mit- 
arbeitern®) als 4,5,4’,5’-tetraketo-?-Carotin sichergestellt. Das 
Astacin scheint in der Natur recht verbreitet zu sein. Unter den 
marinen Evertebraten ist es von Kuhn, Lederer und Deutsch‘) 
in den EKiern der Seespinne (Maja squinado) festgestellt, Fabre 
und Lederer isolierten Astacinkrystalle aus mehreren decapoden 
Crustaceen®), Karrer und Benz gewannen es aus Seesternen 
[vgl.°], und endlich isolierte Lederer’) Astacin aus den Ascidien 
Cynthia papillosa und Dendrodoa grossularia. In einer friiheren 
Arbeit habe ich’) reines Astacin aus den Lebern der Meeres- 
fische Regalecus glesne, Ascan. und Lophius piscatorius L. iso- 
liert; in der gleichen Weise habe ich es spater auch aus der 
Leber des miinnlichen Cyclopterus lumpus L. rein dargestellt 
(vgl. Versuchsteil). Nach zahlreichen spektrographischen Unter- 


suchungen — in den letzten Jahren vor allem durch E. Lénn- 
berg und H. Hellstrém%) — ist sein Vorkommen bei den ver- 


schiedensten Tierarten wahrscheinlich. Spektrographische Beob- 
achtungen iiber das Vorkommen von Astacin sind aber mit 
erheblicher Unsicherheit behaftet, seitdem spiter neue ‘Tier- 
carotinoide isoliert worden sind, die dem Astacin optisch ahnlich 
sind. Lederer gewann das Glycymerin aus der Muschel Pectun- 
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culus glycymeris?’), v. Euler, Hellstroém und Malmberg die 
Salmensdure!') aus dem Muskelfleisch des Lachses, und schlieb- 
lich vy. Kuler und Hellstrém?*) die Asterinsiure aus Seesternen. 
Was die Salmensiure betrifft, so gelang es den genannten Autoren 
sie im krystallisierten Zustande abzuscheiden, nihere Angaben 
iiber Schmelzpunkt usw. fehlen aber, nur wird angegeben, dafB sie 
vom Astacin sicherlich verschieden ist. H.v. Euler, H. Hell- 
strém und EK. Klussmann?’) haben die Salmensiure auch in 





den Kiern der Salmonide Coregonus albula nachgewiesen, und 
nehmen an, daB sie aus den ,,Zoo-Xanthinen“ der Evertebraten- 
Nahrung herriihrt oder gebildet wird. 

Aus der zoologischen Literatur!) ist bekannt, daB der Lachs 
sich im Meere iiberwiegend von Sprotten, jungen Heringen und 
decapoden Crustaceen ernihrt, als Farbstoffquelle kommen in 
erster Linie die Crustaceen in Betracht. Nach den friiher an- 
gefiihrten Untersuchungen iiber die Farbstoffe der Crustaceen 
diirfte das Astacin mit der Nahrung reichlich zugefiihrt werden, 
es findet sich aber nach Euler und Mitarbeitern nicht in den 
roten Farbstoffen des Lachsfleisches wieder. 

Die einzige Umwandlung von Carotinoidfarbstoffen im Tier- 
kérper, die gréBtenteils aufgeklirt ist, ist diejenige der Provit- 
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amine A, d.h. Carotine mit wenigstens einem unversehrten f-Ionon- 
Rest+*) gehen in Vitamin A iiber, eine Umwandlung, die allem 
Anschein nach in der Leber stattfindet!*). Nach den friiher er- 
wihnten Befunden findet eine Speicherung von Astacin in Fisch- 
lebern bisweilen statt, gleichzeitiges Vorkommen oder Bildung 
anderer Zooxanthine in diesen Lebern konnte aber nicht fest- 
gestellt werden. Es schien deshalb wiinschenswert, die Salmensiiure 
etwas niher charakterisieren zu kénnen. 

Bei der im Versuchsteil beschriebenen Aufarbeitung zweier 
Lachséle wurde neben geringen Mengen epiphasischer Farbstotte, 
die nicht niher untersucht wurden, beide Male Astacin erhalten. 
Die angewandte Lachsélmenge reichte zwar nicht aus, um die 
Mutterlaugen nach weiteren Zooxanthinen aufzuarbeiten, es diirfte 
aber zweifellos das Astacin die Hauptmenge des Lachsfarbstoffes 
ausmachen. 

Versuche. 

Astacin aus Lachsol. 160 ¢ Lachsél (Mischél) wurde mit 
70 ml 50°/, KOH und 250 ml gewéhnlichem Alkohol im Wasser- 
stofistrom umgeschwenkt, bis alles gelist war. Nach 12stiindiger 
Aufbewahrung bei Zimmertemperatur wurde mit Glycerin—Wasser 
versetzt und mehrmals mit Ather ausgezogen. Um die Farbstoff- 
extraktion zu erleichtern, wurde freies Alkali mit 5°/, iger 
Na,CO,-NaHCO,-Lésung abgestumpft. Die Atherausziige wurden 
im CO,-Strom eingeengt, mit 5°/, Na,CO, und danach mit Wasser 
gewaschen, tiber Na,SO, getrocknet und fast vollstiindig eingeengt. 
Der sterinreiche Rest wurde in 200 ml Petrolither (Merck bis 
40° C) gelést und 2mal mit 70°/, Methanol ausgezogen, das farb- 
los abflof. Danach folgte 2maliges Ausschiitteln mit 75°/, Me- 
thanol, dem etwas Alkali zugefiigt war. Die Methanolphase war 
diesmal stark braunrot gefirbt, im Petrolather blieb nur ganz 
wenig Gelbfarbe, die weder mit 75°/, alkalischem Methanol noch 
mit 95°/, Methanol hinuntergezogen werden konnte. Die alkali- 
schen Methanolausziige wurden 3 mal mit Petrolither ausgeschiittelt, 
um die Sterine véllig zu entfernen, alle Farbe blieb dabei in der 
Unterschicht, Diese wurde mit Petrolither iiberschichtet und durch 
Kinleiten von CO, angesiuert, dabei wanderte der Farbstoff rest- 
los in den Petrolither hinauf. Nach nochmaligem Ausziehen mit 
einer viel geringeren Menge alkalischem Methanol und Uberschichten 
mit 1 ml Petrolither schieden sich beim Ansiiuern mit CO, schwarze 
Flocken in der Zwischenschicht aus, die abfiltriert und mehrmals 
mit Petrolither und etwas Ather ausgewaschen, zuletzt in 1 ml 
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Pyridin gelést wurden. Durch vorsichtigen Zusatz von Wasser 


' schied sich der Farbstoff in blauviolett-glinzenden, sichelférmig 
sebogenen Nadeln vom Schmelzp. 221,5—223° C (unkorr.) aus. 


Die CS,-Lésung der Krystalle besa8 nur ein etwas unsymmetrisches 
Adsorptionsband, dessen Maximum bei 506 mw lag (Gitterspektro- 
eraph, Kupferoxyd-Ammoniakfilter). Zur weiteren Reinigung reichte 
das Material nicht aus. 

Ganz entsprechend verlief die Aufarbeitung von 180 g Lachsél 
anderer Herkunft. Nur die Menge der epiphasischen Farbstoffe, 
deren Charakter nicht niher untersucht wurde, war erheblich 
seringer. Diese Olprobe war aber ohne besondere Vorsichtsmab- 
nahmen durch Extraktion gewonnen, es ist daher wahrscheinlich, 
daB der epiphasische Farbstoffanteil, der nach v. Kuler, Hell- 
strém und Malmberg?) gréBtenteils aus ?-Carotin besteht, durch 
Oxydation ausgebleicht worden ist. 

Astacin aus dem Trane des mannlichen Cyclopterus lumpus L. 
35 g Tran wurde wie beim Lachsél aufgearbeitet. Der epiphasische 
Farbstoffanteil war in diesem Falle recht erheblich. Aus den 
gereinigten alkalischen Methanolausziigen wurde der Farbstoff wie 
oben mit CO, gefillt. Aus Pyridin—Wasser wurden die charak- 
teristisch gebogenen Nadein des Astacins erhalten, dessen Schmelz- 
punkt lag bei 230,5—231° C (unkorr., evakuiertes Réhrchen). 


,»Gunnar Weidemanns Fond“ bin ich fir die Unterstiitzung 
dieser Arbeit zum besten Dank verpflichtet. 
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Biochemische Beziehungen 
zwischen Ascorbinsdiure und Glutathion. 
Von 


Th. Bersin, H. Késter und H. J. Jusatz. 


Mit 8 Figuren im Text. 


(Aus dem Chemischen Institut und dem Hygienischen Institut der Unive.sitét Marburg.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 7. Juni 1935.) 


Im Zusammenhang mit der bekannten reduktiven Aktivierung 
gewisser Disulfidenzyme durch HS-Glutathion und der Méglich- 
keit der Beteiligung von Ascorbinsiiure bei enzymatischen EKiweiB- 
synthesen ') interessierte die Tatsache, daB der Gehalt der Nebenniere 
beim Kaninchen sowohl an Vitamin © als auch an Glutathion 
relativ hoch ist. Wir fanden, daf bei lang andauernder vitamin- 
C-freier Fiitterung des Kaninchens der Gehalt an beiden redu- 
zierenden Substanzen in der Nebenniere stark absinkt (vgl. Tab. I). 

Es muf bemerkt werden, dai junge Kaninchen nach Ein- 
setzen der vitaminarmen Mangelfiitterung (Weizenkleie und Hafer, 
welche 1 Stunde bei 120° im Autoklav erhitzt wurden; kein Heu, 
keine Riiben) einen Stillstand in der Gewichtszunahme zeigen 
(vgl. Fig. 1 und 2). Im Laufe von 6—10 Wochen sinkt der 
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Gehalt der Nebennieren an Ascorbinsiure ab — bei einem Tier 


(Tab. I, Nr. 6) bis auf 59°/, des Wertes beim normal erniihrten 


1) Bersin u. Koster, Diese Z. 233, 59 (1935); Boger u. Schréder, 
Klin. Wehschr. 1934, 842. 
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Tier —, ohne daB es in dieser Zeit jedoch zu einem villigen 
Erschépfen des Vitaminvorrates in der Nebenniere kommt. Mit 


dem dann spiiter eintretenden Gewichtssturz — dem Zeichen 
einer schweren Avitaminose (vgl. Fig. 2) — ist jedoch nicht nur 


eine weitere starke Abnahme des Ascorbinsiuregehaltes, sondern 
auch eine Erschépfung des Glutathiongehalts der Nebenniere ver- 
bunden. Bei einem an Lebensschwiiche ad exitum gekommenen 
Kaninchen (Tab. I, Nr. 7 und Fig. 2) sank der Wert bis auf ein 
Viertel des urspriinglichen Gehalts. 


Tabelle L. 


Gehalt der beiden Nebennieren in mg-°/, Frischgewicht 
an Ascorbinsiure und Glutathion. 








Nr. Ascorbin- | agy + GSsG*) 
siiure *) 
i Normal ernihrtes Tier. ... . 199 630 
2 188 | 409 
3 r , 9 2 
| Nach 2—10 Wochen Mangel- | aoe #58 
: fiitterun — se 
5 | 8 | 127 418 
6 147 635 
7 Nach 4 Monaten Mangelfiitterung: 
Avitaminose, Exitus an Lebens- 38 157 
schwiiche 
8 4—6 Wochen _ | 140 522 
‘ Pe an 7 Tagen ins- 
9 Mangelfiitterung, ; : 69 336 
danach Ascorbin- | 8°samt 500 mg | si 
10 3 oe intravendés: | 93 478 
1] ‘ ochen spiter | ap 7 Tagen ins- | ; 128 460 
12 |, getotet gesamt 400 mg | 205 288 

















*) Nach von Euler ist mit dem Vorliegen geringer Mengen auch 
anderer Reduktone zu rechnen. 
**) Berechnet als GSH. 


Fir die therapeutische Verwendung von Ascorbinsiiure ist 
wichtig, dafi nach intravenéser Injektion von Natriumascorbinat?}) 
sowohl die stindig fortschreitende Gewichtsabnahme aufgehalten 
wird, als auch teilweise sogar wieder eine geringe Gewichts- 
zunahme einsetzt (vgl. Fig. 1). Gleichzeitig damit scheint ein 


1) Wir danken auch an dieser Stelle der Firma F. Hoffmann- 
La Roche, Berlin, fiir die liebenswiirdige Uberlassung von Chemikalien. 
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Anstieg nicht nur der Ascorbinsiiure, sondern auch des Glutathions 
in der Nebenniere zu erfolgen') (‘lab. I, N. 8—12). 

Dagegen wird der Glutathionspiegel im Blute weder durch 
eine vitaminarme Fiitterung der Versuchstiere noch durch perorale 
oder intravenése Ascorbinsiiurezufuhr deutlich beeinfluBt (vgl. 
Tab. Il). Hierzu sei bemerkt, dal} das Blutserum der Kaninchen 
weder nachweisbare Mengen von GSH noch reduzierter Ascorbin- 
siiure enthiilt. 

Tabelle II. 
Glutathiongehalt im Blute in mg-°/,. 


1. Bei normalem Stallfutter. 





Tier-Nr. | 21 | 23 23 | 24 25 26 


oo ee | 14,7 18,4 33,1 | 14,1 16,6 23,3 











Tier-Nr. 27 | 8 i) 10 | 11 12 
GSH .... 14,1 14,7 14,7 28,2 18,4 24,8 
GSSG ... 18,4 23,3 13,5 13,5 14,7 15,7 
Insgesamt . . 32,5 38,0 28,2 41,7 33,1 40,5 


| 


3. Nach Ascorbinsiuregaben. 





Tier-Nr. 27 ~ 9 10 11 12 











peroral intravends 
GSH .... 239 | 12,8 23,9 141 | 9.2 25,8 
GSSG ... 14,1 20,2 14,1 34,4 27,6 21,2 
Insgesamt. . 38,0 | 32,5 38,0 48,5 36,8 47,0 


Anmerkung: Peroral wurden an 4 Tagen je 50mg und an 3 Tagen je 
100 mg 1-Ascorbinsiiure in je 10 cem Wasser gelést gegeben. 
Intravends: an 4 Tagen je 33mg und an 2 Tagen je 66 mg 
Natrium-Ascorbinat in je 0,7 cem Aqu. bidest. gelést. 


Die von uns benutzte Bestimmungsmethode von Woodward 
und Fry’) in der von Quensel und Wachholder*) sehr zweck- 


') Vgl. dagegen die Versuche am Meerschweinchen von De Caro u. 
Griani, Boll. soe. ital. biol. sper. 9, 427 (1934). 

*) J. of Biol. Chem. 97, 465 (1932). 

3) Diese Z. 231, 65; 238, 181 (1935). 
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mabig abgeinderten Form ergab auch im Gesamtblut vdllig 
negative Werte fiir Ascorbinsiure. Die injizierte Ascorbinsiiure 
ist bereits nach kurzer Zeit (3—15 Minuten, Blutentnahme aus 
Ohrvene oder durch Herzpunktion) nicht mehr im Blute nach- 
weisbar. 

Nach intravenésen Injektionen oder peroralen Gaben von 
Vitamin © scheidet das Kaninchen im Harn erhéhte Mengen von 
Ascorbinséure aus (Tab. Il]). Der Harn wurde durch Katheteri- 
sieren gewonnen. Die ‘Tiere waren bei diesem Versuch normal 
vefiittert. Die aus dem Jodverbrauch berechneten Ascorbinsiure- 
werte schlieBen eventuell eine geringe Menge anderer Reduktone 
v. Euler) ein. 

Tabelle III. 


Gesamtmenge der Ascorbinsiiure im Harn in Milligramm. 














Tier-Nr.: 28 29 30 31 

|. vorher (13 Uhr) 0,79 0,48 2,89 2,61 
Ascorbinsiuregaben 500 mg | 300 mg | 200 mg | 100 mg 

peroral . We i. Ws i. V. 

2. nach 4 Stunden (17 Uhr) 0,57 0,11 22,8 3,9 

5. nach 7 Stunden (20 Uhr) 8,17 2.64 5.7 6,6 


Aus den oben genannten Versuchen geht hervor, daB zwischen 
dem Gehalt der Nebennieren an Glutathion und an Ascorbinsidure 
irgendeine Beziehung bestehen muB. Nun hat Green?) als erster 
darauf hingewiesen, dafb die Stabilitaét der reduzierten Form des 
Vitamins C im Organismus auf die Gegenwart schiitzender Sub- 
stanzen zuriickgefiihrt werden kénnte. Huszak?) wies dann im 
Nierennebenmark ein mit Trichloressigsiure extrahierbares und 
mit Bleiacetat fillbares Produkt nach, das die Reduktion von 
AgNO, durch Ascorbinsiure verhindert. Sodann wurde von 
de Caro und Giani*) gezeigt, daB Cystein und HS-Glutathion 
die Ascorbinsiure vor der Luftoxydation bei p,, = 7,4 und 37° 
his zu einem gewissen Grade schiitzen kann. SchlieBlich wies 
‘immerie‘) darauf hin, dai die Oxydation von Ascorbinsiure durch 
AgNO, in essigsaurer Lisung in Gegenwart gleicher Gewichts- 
mengen GSH stark verzégert wird; er konnte zeigen, dai auch 


1) Biochem. J. 27, 1044 (19383). *) Diese Z. 222, 229 (1938). 

8) Diese Z. 228, 13 (1934). Vgl. auch Mawson, Chem. u. Ind. 53, 
1026 (1934); Biochemie. J. 29, 569 (1935). 

4) Acta Brevia Neerlandica 4, 141 (1934). 








: . 2 ee 
ser Bb beet tin 











16 Th. Bersin, H. Késter und H. J. Jusatz, 


die Reduktion von seleniger Siiure durch Ascorbinsiiure in saurer 
Lésung auf Zusatz der 3fachen Gewichtsmenge GSH bzw. Cystein- 
chlorhydrat nahezu vollstindig inhibiert wird. 

Wir fanden, da& das Natriumascorbinat bei p,, = 8 eine 
Lésung von Na-Selenit (m/20-Liésungen, 4:1) erst nach 1 Stunde 
in geringem Mafe reduziert. Damit schien es sehr wahrschein- 
lich geworden, daB in der Nebenniere die durch Schwermetalle 
katalysierte Autoxydation') der Ascorbinsiure durch gleichzeitig 
anwesendes Glutathion verhindert wird. Ob darin eine Zweck- 
maBnahme des Organismus zu erblicken ist oder — was wahr- 
scheinlicher erscheint — ob das gleichzeitige Vorkommen der beiden 
Reduktionsmittel in der Nebenniere eine tiefere funktionelle Be- 
deutung besitzt, bleibt zu untersuchen. In diesem Zusammen- 
hange sei auf die wichtige ‘l'atsache hingewiesen, dab das Hormon 
der Nebenniere, das Adrenalin, vor der Autoxydation sowohl durch 
Vitamin (*) als auch durch GSH _ bzw. Cystein*) geschiitzt werden 
kann. 

Wie ist die Schutzwirkung des Glutathions gegeniiber der 
Ascorbinsiiure zu erkliren? Kine Verbindungsbildung im wesent- 
lichen AusmaB in wibriger Lésung konnte nicht eindeutig nach- 
gewiesen werden. Die Nitroprussidreaktion des GSH bleibt auch 
in Gegenwart von Ascorbinsiiure erhalten. Zwar krystallisieren 
uus einer Lésung aquimolekularer Mengen GSH und Ascorbin- 
siiure in Wasser und Athylalkohol beim Eindunsten Plittchen, 
die bei 153° schmelzen; aber eine Mischung von je 1 Mol beider 
Verbindungen zeigt denselben Schmelzpunkt. Ein Taupunkts- 
diagramm nach Rheinbold konnte leider nicht aufgenommen 
werden, da sich Zersetzungserscheinungen beim Schmelzen zeigten. 
Die Drehung einer wiBrigen Liésung beider Komponenten zeigt 
unmittelbar nach dem Zusammengeben additionelles Verhalten; 
nach einiger Zeit setzt die bekannte Mutarotation der Ascorbin- 
siiure ein. 

Kine Reduktion der etwa gebildeten Dehydroascorbinsiure 
durch GSH findet bei den Modellversuchen nicht statt, wie wir 
in Ubereinstimmung mit der Angabe von Pfankuch*) feststellten. 


') vy. Euler, Myrbick u. Larsson, Diese Z. 217, 1 (1933). 

*) Abderhalden, Fermentforschg. 14, 367 (1934). Vgl. auch Kreit- 
mair, Arch. f. exper. Path. 176 (1934); Deutsch u. Sechlapp, J. of Physiol. 
$3, 478 (1935). 

3) Welch, Amer. J. Physiol. 108, 360 (1934); vgl. auch I. G. Farben, 
F. P. 766056, Chem. Z, 1934, II, 2553. 4) Naturw. 22, 821 (1934). 
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Im Gegensatz zu H,S vermag GSH Dehydroascorbinsiure nicht 
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1) Naturw. 22, 821 (1934). 
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In der Nebenniere kénnte diese thermodynamisch 
migliche Reaktion mit Hilfe einer Dehydrase verwirklicht werden }). 
Wir fanden, daB die Autoxydation der Ascorbinsiure (10 mg in 
5 ccm) sowohl bei p,, = 6,47 als auch bei p,, = 7,38 (Phosphat- 
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puffer) in Sauerstoff durch Zusatz von 10°/, GSH erheblich ver- 
langsamt wird (Fig. 3 u. 4; die Messungen an der Warburg- Appa- 
ratur fiihrte Herr cand. chem. H. Nafziger aus). Auffillig ist, 
daB eine Lésung aiquimolarer Mengen von HS-Glutathion und 
Ascorbinsiure (15,4 mg GSH + 8,8 mg Ascorbinsiure in 5 ccm 
Phosphatpuffer pp = 7,38) bei 36° in Sauerstoff sich tberhaupt 
nicht autoxydiert, wihrend die beiden Komponenten einzeln fiir 
sich allein Sauerstoff aufnehmen. 

Li8t man Ascorbinsiiurelésungen an der Luft stehen, so 
findet ebenfalls eine allmihliche Oxydation statt. Diese kann 
aber, wie die Fig. 5—8 zeigen, in fiir praktische Zwecke aus- 
reichendem MaBe durch Zusatz von Thiolverbindungen (Glutathion 
oder Cystein) verhindert werden. Bemerkenswert ist, daB bei 
Py = 7 viel geringere Mengen an Thiol ausreichen, um die Ascorbin- 
siure vor der Sauerstoffoxydation zu schiitzen als in saurer Lisung 
bei p,, = 4,5. In diesen sauren Lisungen findet ganz augen- 
scheinlich ein allmahlicher Verbrauch des Thiols durch Oxydation 
statt. Kin Zusatz von 1 Gew.-°/, Cysteinchlorhydrat schiitzt in- 
folge der gréBeren Zahl von HS-Gruppen linger als der Zusatz 
von 1 Gew.-°/, des héher molekularen Glutathions. Eine ganz 
ithnliche Beobachtung hat Welch (a. a. O.) beziiglich der Hemmung 
der Autoxydation des Adrenalins durch GSH und Cystein?) gemacht. 
Das Adrenalin kann aber auch durch Ascorbinsiiure vor der 
Autoxydation geschiitzt werden. 

In allen Fallen handelt es sich um eine Schwermetallkatalyse. 
Man wird daher mit der Annahme nicht fehlgehen, daB hier die 
Festigkeit der Schwermetall- Komplexbindung in der fallenden 
Reihe Thiol > Ascorbinsiiture > Adrenalin eine ausschlaggebende 
Rolle spielt. 


Wir méchten nicht verfehlen, dem Direktor des hiesigen Hygienischen 
Instituts, Herrn Professor Dr. W. Pfannenstiel fiir das dem einen von 
uns (K.) gewiihrte Gastrecht aufrichtig zu danken. Ferner danken wir der 
Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft fir apparative Unter- 
stiitzung. Dem Marburger Universitits bund und der Justus Liebig- 
Gesellschaft ist der eine von uns (K.) fiir finanzielle Beihilfe zu Dank 
verpflichtet. 


1) Vgl. auch die Hemmung der Cytochromoxydase durch GSH. Ber- 
sin, Erg. Enzymforschg. IV, 94 (1935). 
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Spaltung von Clupean durch verschiedene Trypsinpraparate. 





Von 
Heinz Holter*), M. Kunitz und John H. Northrop. 
Mit 1 Figur im Text. 





(Aus dem Rockefeller Institute for Medical Research, Princeton, N. J.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 11. Juni 1935.) 


Waldschmidt-Leitz und Akabori’) haben vor kurzem den 


_ Wirkungsbereich eines nach Adsorptionsmethoden gereinigten 
_ Proteinasepriparates aus Schweinepankreas mit dem eines nach 
-Northrop und Kunitz?) aus Rinderpankreas dargestellten 
’ krystallisierten Trypsinpriparates verglichen. Eines der hierzu 
| verwendeten Substrate war das von Waldschmidt-Leitz, Zieg- 
ler, Schaffner und Weil) beschriebene Clupean, das Produkt 
_ der Einwirkung von Protaminase*) auf Clupein. Waldschmidt- 
_ Leitz und Akabori haben mit diesem Substrat festgestellt, dab 
_ der Spaltungsbereich des krystallisierten Trypsinpriparates den 
_ einer durch Aluminiumhydroxyd-Adsorption gereinigten Proteinase 
_ wesentlich tibertraf, und haben daraus folgenden SchluB gezogen: 
_ Der... Befund des wesentlich weiteren Wirkungsbereiches gegen- 
_ tiber Clupean fiir das Northropsche Trypsin mahnt zur Vorsicht; 
er scheint noch gegen die enzymatische Einheitlichkeit dieses 
Priparates zu sprechen.“ 


Das Verfahren zur Darstellung und Reinigung krystallisierten 


_ Trypsins ist seit der Gewinnung des in der Arbeit von Wald- 
- schmidt-Leitz und Akabori untersuchten Praparates verbessert 
_ worden‘) und wir haben daher den Vergleich der Spaltungsbereiche 
_ an Clupean nochmals wiederholt, da wir meinten, daB das seiner- 
_ zeit von diesen Autoren untersuchte Trypsin vielleicht ein ver- 
_ unreinigendes Enzym enthalten haben kénnte, und annahmen, 
_ daB die nach dem neueren Verfahren gewonnenen Priparate sich 
dem Zustand enzymatischer Einheitlichkeit, dessen Annahme 
_ durch das Studium anderer EKigenschaften des krystallisierten 
Trypsins nahegelegt worden war, mehr annihern wiirden. 


*) Fellow der Rockefeller Foundation. 
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Das bei diesen Versuchen verwendete Clupeanpriiparat, sowie 
eine Glycerinlésung von gereinigter!) Proteinase wurden uns von 


wurden untersucht: b) ein Trypsinpriparat, dargestellt nach”), also 
in derselben Weise, wie das von Waldschmidt-Leitz und Aka- 
bori untersuchte krystallisierte Trypsin, und etwa gleichzeitig 
mit diesem; c) ein nach dem neueren Verfahren von Kunitz und 
Northrop‘) dargestelltes, 1 mal krystallisiertes Priparat; d) das- 
selbe Priparat, 6 mal umkrystallisiert. 
Wir hofften bei Verwendung derart verschieden weit ge- 
reinigter Priparate Gelegenheit zu haben, das allmihliche Ver- 
schwinden der vermuteten proteolytisch aktiven Verunreinigung 
zu beobachten. Wie das in der Figur zusammengestellte Ergebnis 





x@ PROTEINASE | 
©= TRYPSIN .NO & | 
a= TRYPSIN 1K KRYSTALLISIERT 
3h @= TRYPSIN 6X KRYSTALLISIERT 
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unserer Versuche zeigt, trat ein solcher Effekt jedoch nicht auf. 
Alle vier Enzympraparate ergaben denselben Spaltungsbereich; 
sein absoluter Betrag entspricht fast genau dem von Waldschmidt- 
Leitz und Akabori fir krystallisiertes Trypsin gefundenen; die 
Koordinaten der Figur sind den seinerzeit yon diesen Autoren 
verwendeten angepaBt worden, um einen direkten Vergleich mit?) 
Fig. 4 zu erméglichen. Den abweichenden Befund einer geringeren 


Spaltung durch Proteinase vermochten wir also an dem uns von} 


Herrn Prof. Waldschmidt-Leitz iibersendeten Praparat nicht 


zu bestiitigen. Dies stimmt iiberein mit einem unverdffentlichten | 


Befund von Dr. L. Weil, fiir dessen freundliche Privatmitteilung 
wir ebenfalls bestens danken, welchem zufolge ein anderes Pro- 
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teinasepriparat gegeniiber Clupean einen héheren Spaltungsbereich 
ns ugeigte als den von Waldschmidt-Leitz und Akabori ge- 
tellt, 


ig (2) 


fundenen. 


Die von Waldschmidt-Leitz und Akabori untersuchte 
Proteinase enthielt, wie sie durch Spaltungsversuche an Casein 
feststellten, neben Trypsin auch Chymotrypsin. Das Mengen- 
yverhiltnis der beiden Enzyme in jenem Proteinasepriiparat ist 
nicht angegeben worden, doch glauben wir aus den Ergebnissen 
der von Waldschmidt-Leitz und Akabori angestellten Ver- 
suche iiber die Caseinspaltung durch Proteinase, Trypsin und eine 
Mischung von Trypsin und Chymotrypsin[*), Fig.1, Tab. 2, 3, 4, 6] 
schlieBen zu kénnen, daB die Menge des in der Proteinase ent- 
haltenen Chymotrypsins recht betrichtlich gewesen sein diirfte. 


Die Mischung niimlich, mit der diese Autoren denselben Spaltungs- 


bereich erzielten wie mit ihrem Proteinasepriparat, enthielt Trypsin 
und Chymotrypsin im Verhiltnis 1:2,5. Hieraus darf nun zwar 
nicht der SchluB gezogen werden, daf das Proteinasepriparat die 
beiden Enzyme im selben Verhiltnis enthalten haben miisse, da 
es sich ja nicht um die Messung von Spaltungsgeschwindigkeiten, 


sondern um die von Spaltungsbereichen handelt; aber einiger- 


maBen scheint doch auch der Spaltungsbereich vom Mengen- 
verhiltnis der beiden Komponenten abzuhaingen. Andernfalls 
hatte naémlich der Bereich der Caseinspaltung durch das von 
Waldschmidt-Leitz und Akabori untersuchte Trypsinpriiparat 
nicht so wesentlich kleiner sein kénnen als der von Proteinase, 
bzw. Trypsin + Chymotrypsin, da auch das Trypsinpriparat zweifel- 
los eine, wenn auch wesentlich geringere (vermutlich von gleicher 
GréBenordnung wie die Trypsinpraparate b und c der vorliegenden 
Untersuchung) Beimengung von Chymotrypsin enthalten hat. 

Wir glauben daher nicht, daB das abweichende Verhalten 
des von uns untersuchten Proteinasepriiparates durch dessen 
Gehalt an Chymotrypsin (Mengenverhiltnis Trypsin : Chymotrypsin 
ungefahr 1,2:1) erklart werden kann. 


Versuche. 


1. Substrat. Die vorliegende Probe von Clupeansulfat hatte einen 


_ NH,-Quotienten von 89 (Angabe von E. Waldschmidt-Leitz). Sie wurde 


zu einer 1,25°/, igen Lésung in Wasser gelést, welche nach dem Abfiltrieren 


eines geringen unléslichen Riickstandes 2,45 mg N im cem enthielt. 


2. Enzympraparate. a) Proteinase. Klare Glycerinlésung, enthaltend 
nach Angabe 1 T.-(e.) pro Kubikzentimeter. Bei der Aktivititsbestimmung 
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mit Casein ergab 1 cem, mit Enterokinase aktiviert, in 20 Minuten bei 30° 
eine Spaltung von 1,02 ccm 0,2n-KOH (Alkoholtitration), was der obigen 
Angabe recht genau entspricht. Nach der Himoglobinmethode®) bestimmt, 
enthielt 1 cem 0,028 [(T. U.]®°; die spezifische Aktivitat war 0,107, da 1 cem 
0,261 mg Protein-N enthielt [bestimmt nach*)|. Die durch Milehgerinnung 
bestimmte Chymotrypsinaktivitét’) war 0,5 [R. U.] pro Kubikzentimeter, ent- 
sprechend einer spezifischen Aktivitit von 1,9. Zum Vergleich seien hier 
die entsprechenden spezifischen Aktivititen fiir krystallisierte Priparate von 


Trypsin ((T.U.)]}#° nx, = 9,17) und Chymotrypsin ([R. U.] 


mg P. n, = 8,5) an- 


ing P. 
gefiihrt®). 

b) Lésung von krystallisiertem Trypsin ,,Nr. 6“. Dargestellt nach *) 
(vgl. dort Tab. IV) im September 1933. Spezifische Aktivitit: [T. Ue, N 
= 0,096, rR. Vlas P. N. = 0,065. 


ce) Lésung von 1mal krystallisiertem Trypsin. Dargestellt nach‘). Spezi- 
fische Aktivitat: [T. U.JB? p x, = 0,090, [R.U-Jno py, = 0,092. 

d) Lésung von 6mal umkrystallisiertem Trypsin. Dargestellt aus 
Priparat c). Spezifische Aktivitat: (T. U.j2° wn, = 0,15; [R. U.] 


dmg P. N. nicht 
meBbar. 


mg P. 


3. Spaltungsansatz. Alle Enzymlésungen wurden so verdiinnt, daB 


fiir gleiche Clupeanmengen gleiche Enzymmengen, ausgedriickt in [T. U.]#” 
zur Anwendung kamen. Die schlieBliche Zusammensetzung der Ansiitze war: 


1°/,ig an Clupeansulfat = 1,96 mg N/ccem, 
0,04 molar an Phosphatpuffer (py, = 7,7), 
1 cem = 0,0013 [T. or. entsprechend 0,043 T.-(e.) 


Toluol als Antisepticum. 


Die Reaktionstemperatur war 35,5°; die Bestimmung der Spaltung ge- 
schah im Mikroapparat nach van Slyke. 

Als Nullpunkt fiir die Spaltungsbestimmungen diente der NH,-Wert 
der enzymfzeien Clupeansulfatlésung. Der mit den Enzymlésungen ein- 
gefiihrte NH,-Betrag konnte, wie Kontrollbestimmungen zeigten, vernach- 
lissigt werden. 

Zur Priifung der Vollstindigkeit der Spaltung wurden nach 24 Stunden 


zu 7,5 ccm der Ansiitze jeweils 3 ccm Enzymlésung, enthaltend 0,0032,[T. 1 ped 
pro Kubikzentimeter, zugefiigt. 

Die folgende Tabelle gibt die Spaltungen in mg NH,-Stickstoff, 
umgerechnet auf eine Analysenprobe von 5,0 ccm, mit der von Wald- 
schmidt-Leitz und Akabori angewendeten Substratkonzentration, welche 
a = 1,03 mal gréBer war, als bei unseren Versuchen. Diese Werte sind 

? 
mit den Angaben der Tab. 13 und 14 der Abhandlung') unmittelbar ver- 
gleichbar. 
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Tabelle 1. 








Enzympriparat a b c d 
Zeitin| Spal- | Zeitin| Spal- | Zeitin) Spal- Zeitin | Spal- 
Stdn. |tung*)| Stdn. | tung | Stdn. | tung | Stdn. | tung 
0,03 | 0,82 | 0,05! 0,52 | 0,05 0,58 | 0,03 | 0,32 
0,62 | 0,90 | 0,52) 0,95 | 0,50) 0,98 | 0,62/ 0,94 
3,2 | 1,06 | 3,2 | 104] 32 | 1,01 | 3,2 | 1,01 
6,3 | 108 | 63 | 1,19 | 5,9 | 1,14 | 6,3 | 1,09 
22,5 | 1,27 | 23,0 | 1,27 | 22,5 | 1,84 | 22,5 | 1,23 














nach neuerlichem | 1,7 | 0,00 1,1 | 0,08 1,0 | 0,06 | 3,5 0,14 
Enzymzusatz . . | 24,0 | 0,16 | 13,0 | 0,17 | 12,0 | 0,06 | 24,0 0,14 


*) mg Amino-N pro 0,05 mg Clupeansulfat. 














Zusammenfassung. 


Bei einem Vergleich der Spaltung von Clupeansulfat durch 
adsorptiv gereinigte Proteinase und verschiedene Priparate von 
krystallisiertem Trypsin ergaben sich gleiche Spaltungsbereiche. 


Literatur. 


1, E. Waldschmidt-Leitz u. 8S. Akabori, Diese Z. 228, 224 (1934). 
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Uber die Natur der Phosphatide und anderer Lipoide 
des Gehirns und der Leber 
bei der Niemann-Pickschen Krankheit. 


[12. Mitteilung iiber Phosphatide?)] 
Von 


E. Klenk. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Tiibingen.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 21. Juni 1935.) 


Vor kurzem wurde berichtet?), daB sich in einem Fall von 
Niemann-Pickscher Krankheit auffallend groBe Mengen von 
Sphingomyelin in der Milz vorfanden. Der Hauptteil der Gesamt- 
phosphatide lag in dieser Form vor, wihrend nur der kleinere 


Teil aus Glycerinphosphatiden (Lecithin und Kephalin) bestand. 


Inzwischen habe ich auch noch das Gehirn und die Leber des- 
selben Falls etwas genauer untersucht. Auch in diesen beiden 
Organen war die Menge des erhaltenen Sphingomyelins auffallend 
hoch und iibertraf insbesondere bei der Leber die der Glycerin- 
phosphatide um ein Betrichtliches. 


Der Fall ist dadurch ausgezeichnet, dai die Niemann-Picksche 
Krankheit kombiniert war mit amaurotischer Idiotie vom Typ Tay-Sachs”*). 











Ausgangsmaterial Fett- rT a Rohbsphingo- Ge- 
<r bzw.Chol- chan myelin bzw. | reinigtes 
. , eee 
frisch Trocken-} esterin- phatide Protagon- |Sphingo- 
substanz | fraktion fraktion myelin 
y 
Milz.. | 370—390**) 53,7 3,44 4,63 12,6 7,0 
Leber | 795—815  140,8 | 12,3 16,4 34,7 21,9 
Gehirn 570—620 69,7 10,5 10,5 16,4 5,3 
? b] ? ’ 

















Nach der obigen Zusammenstellung betriigt der auf das frische Organ 
bezogene Gehalt an Glycerinphosphatiden bei der N.-P.-Milz 1,2°/,, bei 


*) Der Fall ist klinisch yon Baumann, Kinderklinik Basel, und 
pathologisch-anatomisch von Scheidegger, pathologisches Institut Basel, 
eingehender untersucht (noch unverdffentlicht). 

**) Gewicht der Milz 430 g. Davon wurden nach Angabe von Herrn 
Prof. Gerlach, Basel, fiir die pathol.-anatom. Untersuchungen 40—60 g 
zuriickbehalten. 

1) 11. Mitteilung: Diese Z. 282, 47 (1935). 

2) Diese Z. 229, 151 (1934). 
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der N.-P.-Leber 2,0.°/,. Diese Werte erscheinen nicht ungewéhnlich hoch. 
Sie liegen durchaus innerhalb der Grenzen, zwischen welchen die Normal- 
werte derselben Organe der verschiedensten Tierklassen schwanken (Milz 
0,003 bis 0,09 °/, Phosphatid-P oder 0,075—2,25 °/, Phosphatid; — Leber 
0,04—0,196°/, Phosphatid-P oder 1,0—4,9°/, Phosphatid)*). Die letzten 
Zahlen beziehen sich allerdings auf den Gehalt an (Gesamtphosphatiden. 
Doch ist dieser annihernd gleichzusetzen mit dem Gehalt an Glycerin- 
phosphatiden. Von Epstein und Lorenz‘) wurden fiir Normalsiuglinge 
folgende Werte gefunden: Milz 0,77°/,, Leber 0,88°/, Phosphatid. Zweifellos 
werden auch hier die Werte normalerweise innerhalb gewisser Grenzen 
schwanken. Die von Epstein und Lorenz beobachtete iiberaus groBe 
Erhéhung des Glycerinphosphatid - (Lecithin und Kephalin)-Gehalts der 
N.-P.-Milz und N.-P.-Leber gegeniiber den Normalorganen wurde also im 
vorliegenden Fall vermiBt. 


Besonders zu erwihnen sind noch die bei der Untersuchung 
des Gehirns angetroffenen Verhaltnisse. Dem hohen Sphingomyelin- 
gehalt steht ein fast vélliges Fehlen der Cerebroside gegeniiber. 
Allerdings wurde von dem gewonnenen Rohsphingomyelin noch eine 
zuckerhaltige Substanz abgetrennt, die vielleicht den Cerebrosiden 
nahesteht, sich aber von diesen durch ihre Wasserlislichkeit, durch 
die groBe Schwerléslichkeit in organischen Liésungsmitteln, durch 
die starke Zersetzung unter Abscheidung von Kohle bei der hydro- 
lytischen Spaltung und endlich durch die Rotfairbung bei der 
Orcinprobe unterscheidet. Kine ‘hnliche Substanz findet sich 
auch regelmiBig, allerdings in sehr viel geringerer Menge, in der 
Protagonfraktion des Normalgehirns'). 

Wiahrend das aus der N.-P.-Leber erhaltene Sphingomyelin- 
praparat ebenso wie das aus der N.-P.-Milz ein Gemisch von 
Lignocero-, Nervo-, Stearo- und Palmito-sphingomyelin*) war, 
handelte es sich bei dem aus dem N.-P.-Gehirn erhaltenen Produkt 
bemerkenswerterweise um praktisch reines Stearo-sphingomyelin. 
Ks ist damit zum ersten Mal die Isolierung eines einheitlichen 
Sphingomyelins gelungen. Da auch die oben erwihnte zucker- 
haltige Substanz, wenn iiberhaupt so doch nur Spuren der C,,---- 
Saéuren enthielt, so diirfte fiir die Lipoide des N.-P.-Gehirns das 
Fehlen dieser C,,---+-Siiuren besonders kennzeichnend sein. 


*) Die kleine Abinderung in der Nomenklatur gegeniiber friiher 
(Lignoceryl-sphingomyelin usw.) dirfte sich zur Vermeidung von mdglichen 
Mibverstindnissen empfehlen. 

3) H. Thierfelder u. E. Klenk, Die Chemie der Cerebroside und 
Phosphatide. J. Springer, Berlin 1930, S. 146 ff. 

4) Diese Z. 211, 220 und 227 (1933). 

5) Vgl. E. Walz, Diese Z. 166, 217 (1927). 
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Was die Fettsiuren der Glycerinphosphatide betrifft, so 
wurde vor allem auf das Vorhandensein der hochungesiittigten 
C,)°**- und C,,----Saiuren niher gepriift. Auch in diesem Punkt 
ergaben sich a ee und Gehirn betriichtliche Unterschiede. 
In den Leberphosphatiden lieBen sich diese Siuren ohne Schwierig- 
keiten nachweisen, in den Gehirnphosphatiden dagegen fanden 
sie sich nur in so geringen Mengen, daB sie sich dem sicheren 
Nachweis entzogen. Es fallt dies um so mehr auf, als normaler- 
weise die Glycerinphosphatide des Gehirns sich durch einen be- 
sonders hohen Gehalt an hochungesiittigten C,,---- und C,,---- 
Siuren auszeichnen. Allerdings mu der Befund noch mit einem 
gewissen Vorbehalt aufgenommen werden. Bei den kleinen Mengen 
der fiir die Spaltung zur Verfiigung stehenden Phosphatide, bei 
der leichten Oxydierbarkeit der Siuren und ihrer groBen Neigung 
zur Polymerisation sind Taéuschungen nicht ganz auszuschlieBen. 
Kine Bestitigung des Befundes in weiteren Fiillen wire zusammen 
mit der T'atsache des fast vélligen Fehlens der C,,.---Siuren in 
den anderen Lipoiden des N.-P.-Gehirns von einiger Bedeutung 
fiir die genauere Charakterisierung der Art der Stérung des 
Lipoidstoffwechsels bei der N.-P.-Krankheit und der amaurotischen 
Tdiotie*), wenigstens soweit es sich um die Stérung der Vorginge 
im Gehirn und dem Nervengewebe handelt. 

Auf Grund der vorliegenden Befunde wird man sich auch 
noch die Frage vorlegen miissen, ob das Vorkommen der hoch- 
ungesattigten C,,---- und C,,----Siiuren in der Leber und das 
gleichzeitige Auftreten der C,,----Siuren in dem Lebersphingo- 
myelin gegenseitig bedingt ist. Wenn man vielleicht auch geneigt 
sein wird, diese Frage zu bejahen, so ist doch auf die Méglichkeit 
hinzuweisen, daB die ersteren aus der Nahrung (Milch)™) stammen, 
denn nach Sinclair®) werden sie, soweit sie in der Nahrung ent- 
halten sind, vorzugsweise in die Leberphosphatide eingebaut. 

Die Feststellung, daB es Stérungen des Lipoidstoffwechsels 
gibt, die zu einer iiberaus groBen Anreicherung von Sphingo- 
myelinen fiihren, und die Tatsache, da8 von diesen Stérungen die 
verschiedensten Zellarten betroffen werden — auch solche, welche, 


*) Nach einer Privatmitteilung von Herrn Prof. Gerlach ist heute an- 
zunehmen, daf es eine amaurotische Idiotie ohne die fiir die N.-P.-Krank- 
heit charakteristischen Stoffwechselstérungen nicht gibt. 

**) Wie mir Herr Dr. Baumann mitteilt, bekam das Kind keinen 
Lebertran (der die betreffenden Siuren in besonders groBen Mengen enthiilt). 

6) J. of Biol. Chem, 96, 103 (1932). 
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wie z. B. die Parenchymzellen der Leber, normalerweise nur 
Spuren derselben enthalten —, scheint mir dafiir zu sprechen, dab 
die Sphingomyeline Zwischenprodukte im intermediiren Fett- 
stoffwechsel*) sind. Dasselbe wird man auch fiir die den Sphingo- 
myelinen so nahe verwandten Cerebroside annehmen diirfen, wenn 
auch die zu einer Cerebrosid-(Kerasin-) anreicherung fiihrenden 
Stérungen bei der Gaucherkrankheit im wesentlichen auf das 
retikulo-endotheliale System beschriinkt bleiben. Die vielfach ver- 
tretene Auffassung‘), daB bei den beiden genannten Lipoidosen 
die in den Zellen sich anreichernden Lipoide aus dem Blute auf- 
genommen werden, ist wenigstens fiir die Niemann-Picksche 
Krankheit mit groBer Wabhrscheinlichkeit auszuschlieBen, da das 
Sphingomyelin des N.-P.-Gehirns von anderer Art ist als das der 
N.-P.-Leber und der N.-P.-Milz. 


Leber. 

Gewicht der Leber 855 g (normal 420 g). Davon wurden fiir 
die pathologisch-anatomischen Untersuchungen 40—60 g%*) zuriick- 
behalten. Das in kleine Stiicke zerschnittene, in Aceton unter 
LuftausschluB aufbewahrte Material wurde nach der friiher?) be- 
schriebenen Methode aufgearbeitet. Die Trennung der Glycerin- 
phosphatidfraktion und der Fettfraktion wurde hier noch dadurch 
vervollstindigt, daB man die mit Aceton nicht gefillten und so 
der Fettfraktion noch beigemengten kleineren Mengen von Phos- 
phatiden nach Bloor und Snider’) durch anschlieBende Fiallung 
mit Calciumchlorid entfernte. 





























Fett- Glycerin- = 

‘ . sphingo- 
Extraktionsmittel fraktion™) | phosphatide myelin 

Menge Menge Menge 

OE aes ee A. ED EI... 

Se + 8 ks ee ee es 10,6 3,8 10,1 
2 “Farr rre ree 1,7 12,6 1,6 
III Chloroform-Methylalkohol a) 20,9 
ro 2,1 
Summe | 12,3 | 164 #«'| 34,7 


*) Nach Angaben von Herrn Prof. Gerlach, Basel. 
**) EinschlieBlich Cholesterin und Cholesterinester. 
***) Durch zweite Extraktion mit Chloroform—Methylalkohol erhalten. 
7) Vgl. auch E. Klenk, Z. angew. Chem. 47, 272 (1934). 
8) Vgl. A. Schittenhelm im Lehrbuch der inneren Medizin von 
G.v. Bergmann usw. J. Springer, Berlin 1931, 2. Band, S. 311—312. 
*) J. of Biol. Chem. 87, 399 (1930). 
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Die Menge des nach der Extraktion erhaltenen Gewebsriickstands 
betrug 73,5 g. AuBerdem verblieben beim Abdampfen der Mutterlaugen 
der Sphingomyelinfallungen noch 3,9 g Riickstand. Damit ergibt sich fir 
die aufgearbeitete Leber ein Trockengehalt von 140,8g (12,3 g + 16,4 g 
+ 34,7 g + 73,5 g + 3,9 g). Nicht eingerechnet sind die in das Auf- 
bewahrungsaceton iibergegangenen wasserléslichen und mit Ather nicht 
ausschiittelbaren Anteile. 


Glycerinphosphatide. 


31,54 mg Subst.: 0,1034 g Wiagekérper (Mikro-P-Bestimmung nach 
Embden). 

Gef. P 3,67. 

12,2 g wurden in methylalkoholischer Lisung mit Kaliumhydroxyd 
durch 2- bis 8 stiindiges Kochen unter RiickfluB gespalten. Den nach dem 
Ansiiuern durch Ausschiitteln mit Ather—Petrolither (1:1) gewonnenen Fett- 
siiuren war noch eine in Aceton unldésliche phosphorhaltige Substanz bei- 
gemischt, die abgesaugt wurde (2,4 g). Aus dem Fettsiuregemisch trennte 
man dann nach der Lithiumsalz—Acetonmethode von Tsujimoto") die 
Fraktion der hochungesittigten Fettsiuren ab. Nach der in der iiblichen 
Weise") erfolgten Entfernung des Unverseifbaren (0,84 g) verblieben 
0,87 g der hochungesittigten Fettsiuren. Jodzahl 207 (0,0229 g Subst.: 
3,74 cem n/10-Br-Lésung). Man fiihrte sie nun in die Methylester tiber und 
destillierte diese im Hochvakuum. 0,63 g. Jodzahl 253 (0,0222 g Subst.: 
4,42 cem n/10-Br-Lésung). Das Estergemisch wurde alsdann hydriert und 
das Hydrierungsprodukt aus Methylalkohol umkrystallisiert. Die daraus 
gewonnene freie Siéure (0,23 g) schmolz bei 70—71° bzw. 71—72,5° (um- 
krystallisiert) und hatte das Aquiv.-Gew. 327 bzw. 328 [0,0584 (0,0577 \g Subst. : 
1,704 (1,762) eem n/10-alkoholische Lauge). C,.H,,O, ber. 312,4; C,.H,,0, 
ber. 340,4. Der aus der Mutterlauge gewonnene Teil des Hy drierunge- 
produkts (freie Siiure) schmolz bei 64—65° und hatte das Aquiv.- -Gew. 302 
(0,0575 g Subst.: 1,905 cem n/10-alkoholische Lauge). 

Die Menge der die gesittigten und schwach ungesittigten Fettsiuren 
enthaltenden Siurefraktion betrug 4,6 g. Jodzahl 80 (0,0317 g Subst.: 
2,00 cem n/10-Br-Lésung). 


Sphingomyelin. 

Schon die Rohfraktionen waren mit Ausnahme der weniger 
gut aussehenden Fraktion IIIb weiBe oder nur wenig gelb gefirbte, 
gut pulverisierbare Substanzen von den Kigenschaften des Sphingo- 
myelins. Sie waren zuckerfrei (Molisches Reaktion negativ; ebenso 
die Reduktionsprobe nach der hydrolytischen Spaltung). Naher 
untersucht wurden nur die beiden Hauptfraktionen I und IIa. 

I. 0,0439 g Subst.: 0,1416 g Wiigekérper. — IIIa. 0,0432 g Subst.: 
0,1454 g Wigekorper. 

Gef. (I) P 3,61 (IIa) P 3,77. 


10) A.Griin, Analyse der Fette und Wachse. J. Springer, Berlin 1925, 
S. 245. 11) Diese Z. 221, 263 (1938). 
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Zur weiteren Reinigung wurde I nur noch einmal aus Pyridin 
umkrystallisiert. Illa muBte dagegen wie das Priiparat aus Milz 
nach dem Cadmiumacetatverfahren weiter gereinigt werden. Aus- 
beute: I 6,8 g; Illa 15,1 g. Die rein weiBen Priparate zeigten 
bei der Krystallisationsprobe im polarisierten Licht unter An- 
wendung des Gipsplittchens das fir Sphingomyelin charakteri- 
stische Verhalten’). Schmelzp. bei etwa 207° (I) baw. 212° (IIa) 
unter Braunfarbung nach vorangegangenem Sintern. 

Zur Analyse wurde IIfa nochmals aus Pyridin und Essigester um- 
krystallisiert und beide Substanzen itiber P.O, im Hochvakuum bei 70—80° 
getrocknet. 

I. 4,674 mg Subst.: 11,370 mg CO, u. 4,830 mg H,O. — 22,954 (25,992) mg 
Subst.: 6,16 (6,55) cem n/100-Siéiure. — 0,0433 g Subst.: 0,1515 g Wagekérper. 

IIIa. 4,402 mg Subst.: 10,830 mg CO, u. 4,580 mg H,O. — 20,795 
(19,808) mg Subst.: 5,21 (5,11) cem n/100-Saiure. — 47,140 (37,80) mg Subst.: 
0.1581 (0,1845) g Wigek6rper. 

Lignocero-sphingomyelin C,,H,,N,PO, 


Ber. C 67,72 H11,72 N336  P 3,73. 
Nervo-sphingomyelin C,,H,,N,PO, 
Ber. C 67,88 H 11,53 N 3,37  P 3,74. 
Stearo-sphingomyelin C,,H,,N,PO, 
Ber. C 65,71 H 11,44 N 3,74 P 4,15. 
Palmito-sphingomyelin C,,H,,N,PO, 
Ber. C 64,96 H 11,19 N 3,86 P 4,31 
I Gef. ,, 664 ,, 11,6 ,, 3,76, 3,53 ,, 3,92 
Ila __,, , 67,1 ,, 11,6 ,, 3,51, 8,61 ,, 8,76, 3,98. 


0,2571 g Subst. zu 5 ccm in Chloroform-Methylalkohol (1:1) geldst, 
Drehung im 2 dm-Rohr + 1,044°. 


oj} * = + 10,15°. 
Die wie friiher durchgefiihrte Spaltung von je 5 g der 


Sphingomyelinpriparate von I bzw. [1a mit methylalkoholischer 
Salzsiure hatte folgendes Ergebnis: 




















: , Gesamtmenge 
Esterfraktion A Esterfraktion B dee. Sidthitaeenier 
Menge |Schmelzp.}| Menge | joa 7ahi | 9 />*) 
in g in ° in g 8 | 
I 0,57 52—53 1,51 24,4 208 | 42 
Illa 0,75 52—53 1,24 21,7 199 | 40 

















0,0161 g Subst. (I): 0,31 cem n/10-Br-Lésung. — 0,0164 g Subst. (IIIa): 
0,28 cem n/10-Br-Lésung. 





*) In °/, des gespaltenen Sphingomyelins. 
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Die aus den beiden Esterfraktionen A gewonnene freie Siure 
schmolz bei 75—76° und hatte das Aquiv.-Gew. 355 (0,0655 g 
Subst.: 1,845 ccm n/10-alkoholische Lauge). Durch Reinigung 
iiber den Methylester, den man wiederholt aus Methylalkohol 
bzw. Aceton umkrystallisierte, wurde Lignocerinsiéure erhalten. 
Glinzende Plattchen. Schmelzp. 81—81,5° 


0,0611 g Subst.: 1,652 cem n/10-alkoholische Lauge. 
C.,H,,0, Aquiv.-Gew. Ber. 368,4 Gef. 370. 


Fraktionierte Destillation der beiden Esterfraktionen B: 






































‘eed Methylester i? Freie ‘Béare | deeetee. 
Menge Schmelzp. wineias 1 [Schmelzp. | Aquiv.- ber. 
in ¢ in in Gew. 
1] 0,505 | 23—24 5,0 154,5— 55,5 | 59,5 C,gH,,0, 256,3 
2 0,317 | 25—26 6,4 55—56 | 267 
3] 0,475 | 28—29 9,4 | 56—57 | 276 C,sH,.0, 284,3 
41 0,450 | 31-32! 160 | 56—58 | 298 
5 | 0,400 | 30—32 40,1 *) a C,,H,,0, 366,4 
6 0,410 | 25—28 | 59 40—45 | 410 
1 2 3 4 5 6 
Einwage, mg Subst. ... .]17,8 [11,9 [11,5 9,5 715,1 | 21,8 
Verbr. ecm n/10-Bromlsg. . . | _ 0,07 0,06 | 0,085] 0,12 | 0,477] 1,01_ 
Einwage, mg Subst.6 . . 50,3 54,5 |50,8 [53,1 51,0 
Verbr. cem n/10- alkohol. Lauge 1,938 2,044] 1,839] 1,784 1,245 




















Fraktion 1. Hier dirfte wohl in der Hauptsache Palmitin- 
siure vorgelegen haben. — Fraktion 4. Beim Umkrystallisieren 
der freien Siure aus Aceton stieg der Schmelzpunkt auf 62—63° 
an, das Aquiv.-Gew. dagegen sank auf 290 (0,0562 g Subst.: 
1,938 ccm n/10-alkoholische Lauge). Die leichter lésliche und 
deshalb beim Umkrystallisieren in der Mutterlauge bleibende un- 
gesittigte Fettsiiure muB demnach ein wesentlich héheres Aquiv.- 
Gew. besitzen als die schwerer lisliche gesi&ttigte Fettsiure. 
Diese Fraktion war wohl ein Gemisch von Stearin- und Nervon- 
siure. — Fraktion 6. Die Hydrierung fiihrte zu Lignocerinsiure. 
Schmelzpunkt der iiber das Natriumsalz gereinigten und aus 
Aceton umkrystallisierten Siure 82—82,5°. Glinzende Plattchen. 
Aquiv.-Gew. 367 (0,0570 g Subst.: 1,553 com n/10-alkoholische 
Lauge). In der Fraktion 6 handelte es sich demnach in der 


*) Ging verloren. 
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Hauptsache um Nervonsiure. Das hohe Aquiv.-Gew. der nicht 
hydrierten Saiure muB auf neutrale Beimengungen zuriickgefiihrt 
werden. 
Gehirn. 

Gewicht des Gehirns 820 g (normal 972 g). Davon wurden 
fiir die pathologisch-anatomischen Untersuchungen 200—250 g*) 
zuriickbehalten. Die Aufarbeitung des Materials erfolgte zunichst 
wie bei den beiden anderen Organen. 





























Cholesterin- Glycerinphos- Protagon- 

Extraktionsmittel fraktion**) phatide fraktion ***) 

Menge in g Menge in g Menge in g 
I} Aceton..... 7,8 2,5 2,7 
11} Athe ..... 2,7 8,0 0,7 
III | Chloroform— fa 9,4 

Methylalkohol | b ee) ee eee... 

Summe 10,5 | 10,5 | 16,4 


Die Menge des nach der volligen Extraktion verbliebenen Gewebs- 
riickstandes betrug 32,3 g. Daher Menge des gesamten Trockenriickstandes 
69,7 g (10,5 g + 10,5 g + 16,4 g + 32,3 g). Nicht eingerechnet sind auch 
hier die in das Aufbewahrungsaceton tibergegangenen wasserléslichen und 
mit Ather nicht ausschiittelbaren Anteile. 


Glycerinphosphatide. 


Die Substanz fiel aus der stark eingeengten dtherischen Lésung durch 
Fallung mit Aceton in fester, flockiger und leicht filtrierbarer Form aus, 
wihrend normalerweise bei dieser Behandlung die itherléslichen Gehirn- 
phosphatide zuniichst als plastische knetbare Masse erhalten werden. Dieses 
abweichende Verhalten ist wohl durch den niedrigen Gehalt an hoch- 
ungesiittigten Fettsiuren bedingt. 


0,0429 g Subst.: 0,1375 ¢g Wigekérper. Gef. P 3,59. 


Die Spaltung von 6 g des Phosphatids fiihrte zu 0,98 g der in Aceton 
unléslichen phosphorhaltigen Substanz, 1,68 g der Fraktion der gesittigten 
und schwach ungesittigten Fettsiuren und 0,56 g. der Fraktion der hoch- 
ungesittigten Fettsiuren. Die Fraktion der hochungesattigten Fettsiuren 
hatte die sehr niedere Jodzahl 142 (0,0255 ¢ Subst.: 2,85 cem n/10-Br- 
Lésung). 





*) Nach Angaben von Herrn Prof. Gerlach, Basel. 

**) Entspricht der Fettfraktion bei Leber und Milz. Die vdllige Ent- 
fernung der Phosphatide war hier wegen der Schwerléslichkeit des Chole- 
sterins in Aceton nicht méglich. Die beiden vereinigten Fraktionen von 
I und II enthielten noch 0,51°/, P (0,1106 g Subst: 0,0499 g Wigekérper). 

***) Entspricht dem Rohsphingomyelin bei Leber und Milz. 
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Die daraus dargestellten Methylester waren nur zum Teil im Hoch- 
vakuum unzersetzt destillierbar. Es verblieb der gréBere Teil als Riick- 
stand im Destillationskélbchen. Menge des Destillats 0,20 g. Jodzaht 149%) 
(0,0250 g Subst.: 2,93 cem n/10 Br-Lésung). 

Durch Hydrierung und Verseifung wurden 0,11 g Siuregemisch er- 
halten. Schmelzp. 683—64° Aquiv.-Gew. 302 (0,0558 g Subst.: 1,85 ecm 
n/10-alkoholischer Lauge). 

Falls hier ebenso wie in den Glycerinphosphatiden des Normal- 
gehirns unter den C,,...- und C,,...-Siiuren die letzteren vorherrschen, 
so miiBte das Siuregemisch auf Grund des ermittelten Aquivalent- 
gewichts zu etwa ?/, aus C,,...-Siuren bestehen. Demnach wiirde 
der Gehalt an hochungesiattigten C,,...- und C,,...-Saiuren nicht 
mehr als 2—5°/, der Gesamtfettsiiuren ausmachen (normal: Ge- 
halt an ungesittigtem C,,...- und C,,...-Séuren 29°/, der Ge- 
samtfettsiuren, davon der Hauptteil in der Fraktion der hoch- 


ungesdttigten Fettsiuren). 


Protagonfraktion. 


Die Substanzen hatten einen niedrigen Zuckergehalt und 
einen dementsprechend hohen Phosphorgehalt. 

I + II (vereinigt). 0,1202 g Subst.: 1,00 cem KMnQ, [nach Loening und 
Thierfelder ')]; 0,0438 g Subst. :0,1168 g Wigekérper. — IIa. 0,11738 g Subst. : 
1,30 com KMn0O,; 0,0423 g Subst.: 0,1121?g Wigekérper. — IIIb. 0,1357 g 
Subst.: 1,65 cem KMnO,; 0,0315 g Subst.: 0,0784 g Wigekorper. 


(1 cem KMn0, entspricht 9,447 mg Cu). 


I+ II IIIa IIIb 
°/, Galaktose gef. . . . 4,07 5,42 5,95 
"igh? » s « « BRO 2,97 2,79 


Sphingomyelin. Zur Darstellung des Sphingomyelins 
wurden die aus Pyridin umkrystallisierten Substanzen (Pyridin- 
lésungen —-> Cerebroside) nach dem Cadmiumacetatverfahren ge- 
reinigt und nochmals aus Pyridin umkrystallisiert. 8,5 g. 3,77°/, 
Galaktose (0,1297 g Subst.: 1,00 com KMnQO,). 

Aus der zuletzt erhaltenen stark eingeengten Pyridinlésung fiel mit 
Aceton 1,22 g Substanz aus. 2,52°/, Galaktose (0,1133 g Subst.: 0,70 ecm 
KMn0Q,). 

Das Phosphatid léste man nun in einem Gemisch von 5 Teilen 
Benzin (Siedep. 70—80°) und 1 Teil 96°/,igem Alkohol und fillte 





*) Normal: Jodzahl der hochungesiittigten C,,..- bzw. C,,..-Siuren 
249 baw. 324 [Diese Z. 206, 26 (1932)]. 
12) Diese Z. 77, 204 (1912). 
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nach Levene?%) die zuckerhaltige Substanz durch Zugabe von 
Alkohol. Nach Abtrennung des Niederschlags (—» zuckerhaltige 
Substanz X) wurde die Liésung im Vakuum stark eingeengt und 
das Sphingomyelin mit Aceton gefillt. 5,3 g. Schmelzp. 208° 
unter Braunfarbung und vorangegangenem Sintern. Rein weiBe 
Substanz, die bei der Krystallisationsprobe das fiir Sphingomyelin 
charakteristische Verhalten zeigte. 


Zur Analyse wurde sie nochmals aus Alkohol und Pyridin umkry- 
stallisiert und im Hochvakuum bei 70—80° iiber P,O, getrocknet. 


4,854 mg Subst.: 11,710 mg CO, u. 5,030 mg H,O. — 21,305 mg Subst.: 
5,50 cem n/100-Siure. — 0,0413 (0,0311) g Subst.: 0,1544 (0,1140) g Wiige- 
korper. 
Stearo-sphingomyelin C,,H,,N,PO, 
Ber. C 65,71 H 11,44 N3,74 P 4,15 
Gef. ,, 65,8 _ 120 » 3,61 ,, 4,19, 4,10 


0,2957 g Subst. zu 5cem in Chloroform—Methylalkohol (1:1) gelést. 
Drehung im 0,5 dm-Rohr + 0,21°. 
[a]2s = + 7,10° 


Zur Spaltung kam sowohl das nicht umkrystallisierte (a) als 
auch das umkrystallisierte (b) Produkt. 


a) 3,00 g wurden wieder wie oben mit methylalkoholischer 
HCl gespalten. Beim Abkiihlen auf Zimmertemperatur fiel kein 
Niederschlag aus, so daB Lignocerinsiiure nicht vorhanden sein 
konnte. LErst beim Abkihlen auf 0° erfolgte eine reichliche Ab- 
scheidung von Stearinsiuremethylester (1). 0,78 g vom Schmelz- 
punkt 37—37,5°. Die Substanz addiert kein Brom. Aus dem 
Filtrat wurden noch durch Ausschiitteln mit Petrolither 0,46 g 
Ester (2) gewonnen. Schmelzp. 30—31°. Jodzahl 13,4 (0,0171¢ 
Subst.: 0,18 ccm n/10-Br-Lésung). Die Menge der Fettsiure- 
methylester betrug also insgesamt 1,24 g oder 41°/, des Aus- 
gangsmaterials. Stearo-sphingomyelin ber. 39°/,. 

Die Methylester 1 und 2 destillierte man in einem kleinen, 
gut wirkenden Fraktionierapparat (law, 18, 2a). Die im Apparat 
zuriickgebliebenen Ester wurden vereinigt und dann in einem 
kleinen Claisenkélbchen méglichst vollstindig iiberdestilliert 


(ly + 26). 





18) J. of Biol. Chem. 24, 69 (1916). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXXXYV. 3 
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Freie Siiure, aus 
Methylester . ’ 
" Schmp. | Aquiy.-|Aceton umkryst. pegs Ay ly 
Menge| Schmp.]| in ° Gew. | Schmp./|Aquiv.- dl ce 
in & in ¢ , in ° | Gew. - 
1a. . | 0,04 |36,5-87 |67,5-68 | 986 C,,H,,0, 
1p. . | 0,23 [87 -37,5]68 -68,5| 283 | | = | 69,5 | 284,83 
2a. . | 0,18 [57 -58 | 278 [65-66 | 285 | | 
17+28| 0,53 |35,5-36 |66 -66,5, 235 |68-68,5| 285 | | 
la 18 2a ly+26 
Rinwage, mg siiboalani Dae AG ews 21,9 46,5 50,0 46,9 
(48,7) 
Verbr. ccm n/10-alkoholische Lauge . 0,765 | 1,641 1,80 1,647 
(1,708) 














Kine Mischprobe von 1 # mit Stearinsiiure zeigte keine 
Schmelzpunktsdepression. Nach den vorliegenden Daten bestehen 
die Fraktionen le, 1f und ly + 2¢ aus praktisch reiner Stearin- 


siure. Nur die Fraktion 2@ enthielt noch eine niedrigere Homo-} 
loge (sehr wahrscheinlich Palmitinsiiure) beigemischt. [hre Menge} 


war sehr klein [0,032 g*) in 0,93 g der destillierten Gesamtester, 
d. h. 3,4°/,}. 

b) 0,322 g wurden mit 15 ccm 10°/, iger methylalkoholischer 
Schwefelsiure gespalten. Abscheidung beim Abkihlen auf Zimmer- 
temperatur 0,054 g. Die Substanz liste sich in Petrolither nicht 
volistindig. Nach Abtrennung des ungelésten Anteils verblieben 
0,044 g Methylester. Schmelzp. 37—37,5°. In 3—4 ccm Methyl- 
alkohol gelést erfolgte auch beim lingeren Stehen bei Zimmer- 
temperatur keine Abscheidung, so daB iiber die Abwesenheit von 
Lignecerinsaure kein Zweifel bestehen kann. Durch Ausschiitteln 
mit Petrolither gewonnener Teil der Methylester 0,084 g. Schmelz- 
punkt 35°. Brom wurde nicht aufgenommen. Gesamtmenge der 
Methylester 0,128 g oder 40°/, des gespaltenen Sphingomyelins. 
Die aus den vereinigten Estern gewonnene freie Saiure wurde in 
einem Claisenkélbchen destilliert. 0,10 g. Schmelzp. 65,5—66°, 
Agquiv.-Gew. 285 (0,0407 g Subst.: 1,426 ccm n/10-alkoholische 
Lauge). Die aus wenig Aceton umkrystallisierte Siure schmolz 
bei 67—67,5° Adquiv.-Gew. 283 (0,0351 g Subst.: 1,239 com 
n/10-alkoholische Lauge). 





*) Berechnet auf Grund des Aquiv.-Gew. 
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Cerebroside. Da beim Umkrystallisieren des Protagons 
von Normalgehirn aus Pyridin nur die Sphingomyeline sich wieder 
abscheiden, die Cerobroside dagegen in Lisung bleiben, so wurden 
auch hier die oben erhaltenen Pyridinlésungen auf Cerebroside 
verarbeitet. Aus der stark eingeengten Lésung fallte man die 
Substanz mit Aceton, suspendierte die abfiltrierte und getrocknete 
Fallung in Ather zur Entfernung von iitherléslichen Bestandteilen. 
Die atherunléslichen Anteile wurden nun aus Methylalkohol um- 
krystallisiert und die so gewonnenen noch stark braun gefirbten 
Rohcerebroside (0,43 g) nach dem Cadmiumacetatverfahren !*) weiter 


_ gereinigt. 0,2 g¢ oder 0,4°/, des mit Ather extrahierten Gehirn- 


pulvers [normal 9°/,*°)]. WeiBe Substanz, die nach Ldslichkeit 
und anderen Kigenschaften durchaus den Cerebrosiden entspricht. 
Schmelzp. 210° unter Braunfiirbung und vorangegangenem Sintern. 
Sie enthielt noch eine Spur Phosphor. 


0,1170 g Subst.: 4,55 cem KMnQ,. 
Gef. Galaktose 19,5. 


Fiir reine Cerebroside findet man nach dem angewendeten Verfahren 
etwa 19,7°/, Galaktose. 

Die bei der Galaktosebestimmung erhaltenen wasserunléslichen Spalt- 
produkte wurden nach dem Trocknen in methylalkoholischer Schwefelsiure 
aufgenommen und die Liésung 1 Stunde unter RiickfluB gekocht. Nach dem 
Abkiihlen wurden durch Ausschiitteln mit Petrolather 0,046 g Fettsiure- 
methylester gewonnen. Schmelzp. 52—53°. Daraus freie Siure. Schmelz- 
punkt 88—85°. Auf dem Wege iiber das Magnesiumsalz"*) lieBen sich 0,02 g 
Cerebronsiiure abtrennen. Schmelzpunkt des umkrystallisierten Produkts 
100—101° (reine Cerebronsiiure schmilzt bei 101—102°). 


Die im N.-P.-Gehirn spurenweise vorhandenen Cerebroside 
diirften sich also ihrer Natur nach nicht wesentlich von denen des 
Normalgehirns unterscheiden. 

Zuckerhaltige Substanz X. Der oben bei der Reinigung 
des Sphingomyelins durch Alkohol erzeugten Fallung waren noch 
betrichtliche Mengen Sphingomyelin beigemengt. Zu ihrer Ab- 
trennung wurde die Substanz in derselben Weise nochmals um- 
gefallt. 1,7 g. 

0,1073 g Subst.: 4,00 cem KMnO,. — 29,25 mg Subst.: 5,4 cem 


n/100-Saure. 
Gef. Galaktose 18,5 N 2,58. 





4) Diese Z. 145, 247 (1925). 

15) Thierfelder u. Klenk, Die Chemie der Cerebroside und Phos- 
phatide. J. Springer, Berlin 19380, S. 60. 

16) Thierfelder u. Klenk, Ebenda S. 40. 


3* 


| 
| 
| 


86 E. Klenk, Uber die Natur der Phosphatide usw. 


Weibe, feste Substanz. Sie war noch nicht ganz phosphorfrei. 
Beim Kochen mit Orcin und eisenchloridhaltiger HCl trat inten- 
sive Rotfirbung auf, wihrend die Cerebroside bei dieser Probe 
Griinfarbung geben. Sie léste sich in Wasser klar auf. Bei der 
Hydrolyse mit 16°/, iger Schwefelsiiure erfolgte eine Abscheidung 
von schwarzen Flocken. Die Substanz war in heiBem Aceton, 
Essigester und Methylalkohol praktisch unléslich, jedenfalls merkbar 
schwerer léslich als Cerebron. 

1,035 g wurden, wie bei den Cerebrosiden iiblich, mit methyl- 
alkoholischer Schwefelsiure gespalten. Beim Abkihlen auf Zimmer- 
temperatur trat nur eine geringe Abscheidung von Fettsiure- 
methylester auf. 0,05 g. Schmelzp.50—54° (unscharf). Das daraus 
erhaltene Siuregemisch (Schmelzp. 70—75°, unscharf) ergab auf 
dem Weg iiber das Magnesiumsalz nur Spuren (0,003 g) Cerebron- 
siure (?). Schmelzp. 95—97° Die Menge des mit Petrolither 
ausgeschiittelten Teils der Fettsiuremethylester betrug 0,20 g. 
Schmelzp.37—38° Jodzahl 10,3 (0,0135g Subst.: 0,11cem n/10-Br- 
Lésung). Durch Destillation und Verseifung erhielt man eine 
Siiure vom Schmelzp. 66— 66,5° und dem Aquiv.-Gew. 286 (0,0479 g 
Subst.: 1,674 com n/10-alkoholische Lauge). Es lag also nahezu 
reine Stearinsiure vor. 

Als weiteres Spaltprodukt konnte noch eine dem Sphingosin ihnliche 


Base erhalten werden. Sie schied sich als Sulfat aus der mit Wasser ver- 
diinnten und stark eingeengten Alkoholysenfliissigkeit beim Abkiihlen ab. 


23,896 mg Subst.: 6,22 cem n/100-Siure. 
(C,,Hs,NO,),-H,SO, Ber. N 4,02 Gef. N 3,64. 


Nach dem Spaltungsergebnis diirfte die Substanz X den 
Cerebrosiden nahestehen. Da die Stearinsiure unter dem bei der 
Spaltung auftretenden Fettsiiuregemisch bei weitem vorherrscht, 
so scheinen sich auch nihere Beziehungen zu dem Stearo-sphin- 
gomyelin, dem Hauptphosphatid des N.-P.-Gehirns, zu ergeben. 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft danke 
ich fiir die bereitgestellten Mittel. 
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Gramin und zwei Begleiter desselben in Laubblattern 
von Gerstensorten. 


Von 


K. Brandt, H. v. Euler, H. Hellstrém und Nils Lofgren. 
Mit 2 Figuren im Texts 


(Aus dem Biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 21. Juni 1935.) 


In einer vorhergehenden Arbeit") haben wir mehrere Gersten- 
sippen untersucht, aus welchen chlorophylliefekte Mutanten ent- 
stehen, namlich 

Westergaards Linie (= W)?), deren Heterozygot in 1 W, 
2 W het alb 1 und 1 Albina 1 spaltet, ferner 

eine Linie aus Kreuzung Goldgerste x Chevalier de Garton, 
deren Heterozygot (Go x Chev) het alb 3 im Verhiltnis 1 Go x Chev: 
2 (Go x Chey) het alb 3:1 Albina 3 spaltet, ferner 

Primus IT mit Heterozygoten und die hieraus gespaltenen de- 
fekten Mutanten: Prim II Xanthalba, weiter Prim Il Xanthaurea 
und Prim II ,,Gulvit“, ferner 

eine nicht mutierende Linie Prim I: und zwar hat sich 
unsere Untersuchung auf die von Hellstrém und y. Euler be- 
schriebene Indolbase, C,,H,,N, konzentriert, welche wir nunmehr 
alg Gramin*) bezeichnen. 

Wie schon in unserer vorhergehenden Mitteilung erwihnt, 
ist die Indolbase, welche Hellstrém und v. Euler 1933 zum 
erstenmal im Pflanzenreich, und zwar in Westergaards Linie W 
und ihrem griinen Heterozygoten W het alb 1, ferner in einer 
Linie aus Kreuzung Goldgerste x Chevalier de Garton, Go x Chev 
und in ihrem griinen Heterozygoten (Go x Chev) het alb 3 auf- 
fanden, vermutlich identisch mit dem von Orechoff und Norkina’) 





1) y. Euler, Hellstrém u. Lofgren, Diese Z. 234, 151 (1935). 

2) Uber die abgekiirzten Bezeichnungen, welche wir im Einverstindnis 
mit Herrn Prof. Dr. H. Nilsson-Ehle in unseren chemisch-genetischen 
Mitteilungen anwenden, vgl. v. Euler, Bergman, Hellstrém u. Bur- 
strém, Hereditas 21, 119 (1935), sowie die oben zitierte Arbeit von 
v. Euler, Hellstrém u. Lofgren. 

5) Orechoff u. Norkina, Ber. chem. Ges. 68, 436 (1935). 
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kiirzlich in einer in Mittelasien vorkommenden Schilfart, Arundo 
Donax, gefundenen Alkaloid, welches die russischen Forscher als 
Donaxin bezeichnet haben. Sie geben fiir ihr Alkaloid die Zu- 
sammensetzung O,,H,,N, und den Schmelzp. 188—139° an. Uber 
die Konstitution haben Orechoff und Norkina noch keine 
Anhaltspunkte gewonnen. Keine der von ihnen angegebenen 
Kigenschaften spricht aber gegen die Identitit des Donaxins 
mit unserer Indolbase Gramin. Ob diese Base auch noch in 
anderen Gramineen als Korn und Arundo Donax vorkommt, 
miissen weitere Untersuchungen zeigen. 

Ob und in welcher Weise der Gramingehalt mit der Aus- 


bildung von Chlorophyll in den untersuchten Gerstensippen in Zu- 
sammenhang steht, liBt sich noch nicht entscheiden. Auch mufB 





























Verhalten 
Untersuchte Gerstensorte gegen Gramin- 
Nematoden Gehalt 
1934 “473 3 Goldgerste » ee « « ss). | 6 empfinglich — 
418 Siegergerste . . ..... "i —_ 
“a ae i sae 
425 Xeniagerste. . ...... “ - 
426 Majagerste . . ..... . . - 
ae 4 ole we se mo % os 
433 Aus Kreuz. Siegerg. x Binder 
30/19 m. Linie. . . - ~ 
449 Aus Kreuz. Chevalier I x Gold- 
gerste 24—1711 . . resistent _ 
451 Aus Kreuz. Chevalier II x Gold- 
gerste 28—2194 .. - - 
442 Aus Kreuz. Siegergerste x ¢ Opal 
33-24 . . empfinglich — 
—.  , resistent + 
454 Chevalier[II. . . - - 
458 Aus Kreuz. Goldgerste x Brage 
27—279 . . empfinglich ~ 
459 Aus Kreuzung Goldgerste x Og 
BOVE Es 3 + resistent - 
457 Meegeet.B. . . - 2 es e + 
464 PrinzeBgerste . . . . . . . | empfinglich _ 
465 PrinzeB II . . i + 
469 0125, Linie aus skanskt lantkorn im — 
—"~) as resistent ~ 
Primus II . . Para sis - + 
Probsteier Gerste . . . . . | empfinglich - 
ery ea ew m — 
Sval. Xa. . — - — 
Goldgerste x Chevalier . . . resistent + 
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erst untersucht werden, ob der Gramingehalt eine mendelnde 
Kigenschaft ist. 

Was in erster Linie die hier vorliegenden Messungen ver- 
anlaBt hat, ist die Tatsache, daB in einem Material von bis jetzt 
antersuchten Sippen die graminhaltigen mit wenigen Ausnahmen 
resistent gegen Nematoden sind, wihrend fast alle graminfreien 
Sippen nach den Untersuchungen von H. Nilsson-Ehle empfing- 
lich gegen Nematodeninfektion gefunden wurden. 

Wir haben nun in einer neuen Reihe von Gerstensippen das 
Gramin bestimmt. Von 18 untersuchten Sippen konnte in 5 
derselben Gramin nachgewiesen werden. Unser Verfahren, das 
wir hier ausfiihrlicher beschreiben wollen, ist das folgende: 

20 von Koleoptil (dieses enthilt kein Gramin) befreite und am Gelenk 
abgeschnittene Pflanzen (7. Keimungstag) wurden nach der Wigung mit 
25 eem Athylalkohol extrahiert. Hiervon wurden 5 cem zur qualitativen 
spektrographischen Priifung verwendet. Die graminhaltigen Lésungen 
wurden mit 30 cem Wasser + 1 ccm 4 n-HCl versetzt und dann mit 30 cem 
Ather ausgeschiittelt. Die so erhaltenen chlorophyllfreien Lésungen 
wurden mit 3 ccm 2n-NaOH alkalisch gemacht und dann das Gramin 
6mal mit je 20 cem Ather ausgeschiittelt. Die Atherlésungen wurden mit 
kleinen Mengen 3°/,iger Salzsiure ausgeschiittelt bis zum Volumen 25 ccm; 
die Extinktion dieser Lésung wurde bei 4 = 280 my photoelektrisch gemessen. 
Die Resultate sind in Tab. I zusammengestellt. 


Tabelle I. 
Vol. » = 31,25. — Schichtdicke d = 0,503 em. 





























, Gramin- 
Sippe cata log - gehalt mg/g 
— a eS mg 

Chevalier 1 T “oe ae 1,130 0,245 0,464 0,41 
Chevalier I... .| = 1,201 0,201 0,380 0,32 
Brage st.B. . . 1,173 0,223 0,422 0,36 
Goldgerste x Og 25/201 1,287 0,289 0,544 0,42 
PrinzeB Il. . . 1,083 0,228 0,431 0,40 


Die Graminkonzentration nimmt nach der oben erwdhnten 
Arbeit von Euler, Hellstrém und Léfgren von der Base zur 
Spitze im Laubblatt stark zu. Es schien uns nun interessant, 
die Konzentrationsiinderung mit der Zeit einer Untersuchung zu 
unterwerfen. Zu diesem Zwecke wurde an jedem T'ag zwischen 
dem 4. und dem 14. Keimungstag eine Anzahl von Pflanzen 
herausgenommen und nach dem oben erwahnten Verfahren be- 
handelt. Die Zahlenergebnisse findet man in Tab. I. 
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Tabelle I. 


Gramingehalt in bezug auf das Alter der Pflanzen. 























shies __ |Vol. des} Extink- y Gramin|™g Gramin 
, Anzahl} Gewicht | Extrak- tion Konz. pro Priec- 
al g tes em~! | y/ccm Keimling gewicht 
4 10 0,171 25 0,410 | 11,9 29,8 1,75 
4 10 0,185 27 0,335 9,7 24,3 1,20 
5 7 0,271 25 0,298 8,7 31,0 0,80 
5 7 0,277 25 0,358 | 10,4 37,0 0,94 
1 7 0,508 25 0,274 7,95 | 28,3 0,39 
" "1 0,516 25 0,290 8,4 30,0 0,41 
10 6 0,518 25 0,340 9,9 41,0 0,48 
10 6 0,490 25 0,245 7,1 29,5 0,36 























Aus der Tabelle geht deutlich hervor, daB der Gramingehalt 
wahrend der Entwicklungszeit der Pflanze annihernd konstant 
ist. In einem Feldversuch wurden Pflanzen, Go x Chev, (Go x 
Chev) het alb 3, untersucht, die einen Monat gewachsen waren. 
In keinem Teil der Pflanze konnte Gramin nachgewiesen werden, 
trotz des Vorkommens in der keimenden Pflanze. 

Wie in friiheren Arbeiten gezeigt ist, treten in allen Gersten- 
sippen, sowohl normalen als defekten, zwei ziemlich wohldefinierte 
Absorptionsbanden bei 330 mu und 270 mu auf. Wir hatten 
Reinigungsversuche angestellt und es war uns gelungen, die 
Substanzen vermittelst PbAc, in neutraler und alkalischer Lésung 
voneinander, zu trennen; der neutrale Niederschlag zeigte im 
Eluat nur ,,270-Absorption“, wihrend der alkalische zum gréBten 
Teil Absorption bei 330 my aufwies'). Die gereinigten Lésungen 
waren vor dem Ausfiallen mit Hefe vergoren worden. Mit Molischs 
Reagens gibt eine auf diese Weise gereinigte ,,330-Lésung“ positiven 
Ausschlag, auch erhalten wir mit Phenylhydrazin einen gelben kry- 
stallinischen Niederschlag. Die Substanz ist in Ather und Chloro- 
form ganz unldslich, in absolutem Alkohol nur wenig, in Wasser 
aber leicht léslich. Eine schwefelsaure wiBrige Lésung entfarbt 
momentan Kaliumpermanganat, wobei das Spektrum verschwindet. 
In Eisessig gelést kann die Substanz durch Zusatz von absolutem 
Alkohol oder Ather wieder ausgefillt werden. Der weiBe amorphe 
Niederschlag enthait auch hier den ,,Stoff 270“. Bei einem Versuch 
trat nach Eindunsten im Vakuum in schwach schwefelsaurer Lésung 
eine Verschiebung des Spektrums nach héheren Wellenlangen auf. 





1) Der gereinigte Stoff 330 gibt auch eine Bande bei 270 mu, vel. 
Euler, Hellstrém u. Léfgren, Diese Z. 254, 151 (1935). 
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Die ,,270“-Absorption riihrt wahrscheinlich von Purinderivaten 
her, was wir aus spektrographischen Daten schlieBen kénnen. 

Friiher war von Euler, Hellstrém und Léfgren (a. a. O.) 
gezeigt worden, daB die Konzentration von sowohl ,,330“ als 


Tabelle III. Stoff 330. — Schichtdicke = 0,398 em. 











Anzahl Vol. Rel. 


























ni Hg Pflanzen | “eWicht (v) | log i Farbstoff-| K/g | K/n 
& n g eem menge K 

5 6 0,091 | 10 0,266 6,70 73,7 | 1,12 

6 D 0,163 10 0,528 13,2 81,4 | 2,64 

7 7 0,277 25 0,395 24,9 89,8 | 3,55 

4 5 0,194 | 25 0,289 18,2 93,6 | 3,63 

9 5 0,202 | 25 0,309 19,4 96,1 | 3,89 

10 5 0,203 | 25 | 0,327 20,5 101 | 412 

11 5 0,198 | 25 0,341 21,5 108 | 4,30 

14 5 0,192 | 25,1] 0,309 19,5 102 | 3,90 


»2710“ innerhalb des Laubblattes von der Base zur Spitze stark 
zunimmt. Auch hier haben wir die Konzentrationsinderung mit 
der Zeit nach der Keimung studiert. Als Material’) diente hierbei 
Albina 3. Eine Anzahl von Pflanzen von derselben Linge wurde 
am 5. Keimungstage ausgewihlt, das Laubblatt von Koleoptil be- 
freit und der unterste Teil beim Gelenk abgeschnitten. Die ver- 
einigten Laubblatter wurden gewogen, mit Alkohol zu einem be- 
stimmten Volumen extrahiert, die Lésungen dann bei A = 334 mu 
und bei 2 = 265 mu photoelektrisch gemessen. Das Resultat ist 
fir ,380¢ in Tab. III und fiir ,,270“ in Tab. [V zusammengestellt. 


Tabelle IV. Stoff 270. 



































Kei Anzahl we Vol. I Rel. 
a Pflanzen | 7°WHCAE] log —- Farbstoff- | K/g | K/n 
. n g cem menge K 
i 6 0,091 | 10 | 0,132 8,31 91,3 | 1,38 
6 5 0,163 | 10 | 0,282 14,6 89,7 | 2,92 
1 7 0,277 | 25 0,188 29,6 106 | 4,23 
8 5 0,194 25 0,135 21,2 109 4,25 
9 5 0,202 25 0,167 26,3 130 5,26 
10 5 0,203 | 25 | 0,252 25,2 124 | 5,05 
11 5 0,198 | 25 | 0,232 23,2 117 | 4,64 
14 5 0,192 | 25,1 | 0,368 23,2 121 | 4,65 





1) Wir wihlen immer wei8e und nicht graminfiihrende Mutanten fiir 
solehe Bestimmungen, andernfalls miiBten wir Chlorophyll und Gramin 
abtrennen, da die Absorption des Gramins und des Stoffes ,,270° nahezu 
zusammenfallen. 
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Fig. 1 zeigt die Variation von Stoff 330“ per Frischgewicht 
und Laubblatt. Die beiden Kurven folgen einander sehr nahe. 
Der anfangs starke Anstieg nimmt ab, erzielt aber am 11. Tag 
ein Maximum. Wabhrscheinlich ist ,,330“ ein Stoffwechselprodukt. 
Das Abnehmen nach dem 11. Tage kann entweder durch die 
Zerstérung der Substanz oder wahrscheinlicher durch eine Uber- 
fiihrung in das andere Laubblatt erklirt werden. (Lift man 
die Keimung in Blechkasten auf Filtrierpapier vor sich gehen, 
so wichst vom etwa 9. Keimungstage an das erste Laubblatt 
nicht mehr.) | 





kK, ' ae 7% 



































73 1% lage 


L { 

‘4 7. 

ne | ey | 
g n 

Fig. 1. Fig. 2. 


In Fig. 2 treffen wir bei Stoff ,,270“ dieselben Verhialtnisse. 
Der niedrigere Wert von mg/g am 6. Keimungstage in Kurve a 
wird dadurch erklart, daB das Laubblatt zu dieser Zeit einen 
stirkeren Zuwachs zeigt, als proportional der Vermehrung der 
Substanz. Die Infektion kann auf einem Versuchsfehler beruhen; 
es ist natiirlich sehr schwer, Pflanzen zu wihlen, deren Entwick- 
lung mit der Zeit gut iibereinstimmt. Dies gilt auch fiir den 
letzten Punkt der Kurve a, der vielleicht wegen eines zu niedrig 
gefundenen Frischgewichtes (vgl. oben) zu hoch liegt. 
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Die Umwandlung von Dehydrocholsdure 
in /-3-Oxy-7,12-diketocholansiure im Krétenorganismus. 


Von 


Kazumi Yamasaki und Kazuhisa Kyogoku. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut zu Okayama, Japan.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 25. Juni 1935.) 


Im Krétenorganismus wird Dehydrocholsiure in eine Monoxy- 
diketocholansiure umgewandelt, die im Harn ausgeschieden wird }). 
Wir konnten vor kurzem zeigen, daB diese Siure wahrscheinlich 
eine stereoisomere Reduktodehydrocholsiure ist; die Epimeri- 
sierung ist aber infolge der Schwierigkeiten der Materialbeschaf- 
fung noch nicht sicher erwiesen worden. Neuerdings konnten 
wir mit verbesserter Methode diese Reduktosiure in hinreichen- 
der Menge gewinnen und niaher untersuchen. 


Das Semikarbazon der Siure wurde nach Wolff-Kishner 
reduziert und so eine von der Lithocholsiure*) verschiedene 
Monoxycholansiure vom Schmelzp. 178° und [a], =-+ 25° er- 
halten, die wir als #-Lithocholsiure bezeichnen wollen. Diese 
lieferte bei der Oxydation mit Chromtrioxyd eine Monoketo- 
cholansiure, die erwartungsgemiB mit der Dehydrolithocholsiure 
identisch war. Damit ist bewiesen, da8 die Dehydrocholsiure 
im Krétenorganismus an ©, reduziert wird und daf die neue 
Siure eine epimere Reduktodehydrocholsiure, 3-3-Oxy-7, 12-diketo- 
cholansiure, ist. 


Man kann noch nicht sicher sagen, wo die Dehydrocholsiure reduziert 
wird. Auf Grund der Tatsache, daB die Iso-reduktodehydrocholsiure auch 
aus der Galle der Kréten erhalten wird, méchte man wohl annehmen, daB 
nach Verabreichung von Dehydrocholsiure die Reduktosiure hauptsichlich 
in der Leber gebildet wird. 








1) §. Shibuya, J. of Biochem. 17, 385 (1933); K. Yamasaki u. 
K. Kyogoku, Diese Z, 235, 29 (1935). 
*) H. Wieland u. P. Weyland, Diese Z. 110, 123 (1920). 
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Beschreibung der Versuche. 


Iso-reduktodehydrocholsaure aus Krotenharn. 6480 ccm Harn 
von 106 Kréten, denen eine 1°/,ige wiisserige Lésung von Dehydrochol- 
siiure (insgesamt 55 g) als Natriumsalz subkutan verabreicht wurde, wurden 
auf dem Wasserbade zum Sirup eingeengt und dieser mit warmem absolutem 
Alkohol erschépfend extrahiert. Der Alkoholextrakt wurde mit dem gleichen 
Volumen Wasser verdiinnt und nach dem Ansiiuern mit je 500 cem Petrol- 
ther 2mal geschiittelt, Die wiisserige Alkoholschicht wurde nach der 
Neutralisation mit Soda auf dem;Wasserbade von Petrolither und Alkohol 
moéglichst befreit und nach nochmaligem Ansiuern 3 mal ausgeiithert. 
Die dabei ungelést gebliebene schwiirzliche Masse, die zwischen beiden 
Schichten suspendiert war, wurde in verdiinntem Ammoniak gelést und 
nach Ansiuern ausgeiithert. Die vereinigten Atherextraktionen wurden 
2mal mit 5°/,iger Sodalésung geschiittelt, wobei die Siiure in die Soda- 
lésung ging. Die vom Ather befreite Sodalésung wurde mit verdiinnter 
Salzsiure ausgefillt, wobei ein anfangs flockiger, spiiter krystalliner hellgelber 
Niederschlag erhalten wurde; 4 g Schmelzp. 230—240°. Durch nochmaliges 
Digerieren und Umlésen aus Aceton-Alkohol stieg der Schmelzpunkt bis 
zu der von Shibuya fiir Iso-reduktodehydrocholsiure angegebenen Héhe. 

Uberraschend ist, daB das nach den Angaben von Shibuya erhaltene 
Essigester-Filtrat schéne Pettenkofersche Reaktion zeigt. Es gelang 
uns zwar nicht, die die Pettenkofersche Reaktion gebende Substanz 
krystallin zu erhalten, wohl aber die Iso-reduktodehydrocholsiure als das 
Oxim des Esters (Schmelzp. 246—247°) aus diesem Filtrat zu gewinnen. 


4,058 mg Subst.: 0,222 cem N (12,5°, 760 mm). 
C,,H,,O;Ne Ber. N 6,25 Gef. N 6,54. 


Semikarbazon der Iso-reduktodehydrocholsiure. 1g der Siure 
wurde 7 Stunden lang mit alkoholischer Semikarbazidlésung ge- 
kocht, die aus 1 g Semikarbazid-hydrochlorid und 1 g krystalli- 
siertem Natriumacetat mit 30 ccm Alkohol hergestellt worden 
war. Das gallertig abgeschiedene Semikarbazon der Siure wurde 
nach dem Erkalten abgesaugt und getrocknet. (WeiBes Pulver; 
Ausbeute 1,25 g). 

$-Lithocholsdure. 0,9 g Semikarbazon wurden mit 1,1 g Natrium 
in 20 ccm absolutem Alkohol 6 Stunden bei 180° im EinschluB- 
rohr erhitzt. Die Reaktionsfliissigkeit wurde mit wenig Wasser 
verdiinnt, auf dem Wasserbade vom Alkohol befreit und durch 
weiteren Wasserzusatz ein gallertiger Niederschlag erhalten, der 
abgesaugt und mit kaltem Wasser gut gewaschen wurde. Dieses 
in Wasser schwer lésliche Natriumsalz wurde in warmem Wasser 
unter Zusatz von wenig Alkohoi gelést und mit verdinnter Salz- 
siure die freie Saure (0,1 g) ausgefillt. Diese wurde aus Methanol 
oder Athanol umkrystallisiert: Gliinzende Tafeln yom Schmelz- 
punkt 177—178°, Sintern bei 176° Sie lésen sich in Methanol 
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und Athanol leicht, in Ather, Essigester, Eisessig, Aceton, Benzol 
schwer, in Wasser und Petroliither gar nicht. In kalter Ammoniak- 
lésung lésen sie sich nicht, wohl aber in warmer, aus der sich 
beim Erkalten das Ammoniumsalz gallertig ausscheidet.. Sie firben 
sich mit Essigsiureanhydrid—Schwefelsiure anfangs purpur-, dann 
karmin- und endlich braunlichrot, was bei der Lithocholsiure 
nicht der Fall ist. 
Spezifische Drehung: 0,0692 g Subst. in 10 ccm abs. Alkohol, 


2dm, o = + 0,35°; [o]2° = + 25,29°, 
5,108 mg Subst.: 14,280 mg CO,, 4,780 mg H,0. 
C,,H,,05 Ber. C 76,58 H 10,71 Gef. C 76,25 H 10,47. 


Methylester der Saure. 35mg Siure wurden mit Diazomethan- 
lésung verestert. Der Ather wurde abgedampft, der Riickstand aus Methanol- 
Wasser umkrystallisiert: Schmale Tafeln vom Schmelzp. 115—116°, sintern 
bei 114°, ganz verschieden vom Methylester der Lithocholsiure (Schmelz- 
punkt 130°). 


5,084 mg Subst.: 14,340 mg CO,, 4,860 mg H,0. 
C,,H,.0, Ber. C 76,86 H 10,85 Gef. C 76,93 H 10,70. 


Dehydrolithocholsdure aus 8-Lithocholsaure. 70 mg Siure wurden 
in 2 cem Eisessig gelist und mit 1 cem Chromsiiurelésung (50 mg CrQ,) 
versetzt. Nach einigen Stunden wurde mit Natriumsulfit reduziert, im 
Vakuum abgedampft und getrocknet. Der Riickstand wurde mit sieden- 
dem Aceton extrahiert, der Extrakt eingeengt, bis zur beginnenden Triibung 
mit Wasser versetzt, und im Eisschrank stehen gelassen. Es schieden sich 
Gruppen von feinen Nadeln ab (Rohschmelzp. 123—132°). Nach wieder- 
holter Krystallisation aus Alkohol- Wasser Blittchen vom Schmelzp.140—141°, 
Sintern bei 135°. Keine Schmelzpunktsdepression mit Dehydrolithocholsiure. 
Die Ketosiure gibt mit Essigsiureanhydrid-Schwefelsiure nur sehr schwache 
Rosafirbung, genau wie Dehydrolithocholsiure. 

Iso-reduktodehydrocholsaure aus der Krotengalle. 276 Kriten, 
denen je 3—5 ccm einer 1°/,igen Dehydrocholsiurelésung verabreicht 
worden war, wurden innerhalb 24—28 Stunden nach der Injektion getitet 
und ihre Gallenblasen herausgenommen; die so gewonnene Galle betrug 
395 cem. Sie wurde mit Alkohol von Mucin befreit. Nach dem Abdampfen 
des Alkohols wurde die Galle 2mal mit Ather geschiittelt, wobei die Bufo- 
sterocholensiure *), Cholesterin u. a. in die iitherische Schicht itibergingen. Die 
Wasserschicht wurde mit NaCl bis zur Sittigung versetzt, tiber Nacht 
stehen gelassen und abfiltriert. Die Fallung wurde in 500 cem Wasser ge- 
lést und mit 15g NaCl versetzt, wobei sich ein wenig von der flockigen Masse 
absetzte, die nach Makino‘) den Alkohol enthalten miiBte; das Filtrat 
wurde nach dem Ansiuern mit verdiinnter Salzsiiure 5mal ausgeiithert. 
Die vereinigten Atherausziige wurden nach dem Waschen mit Wasser mit 
5°/,iger Sodalésung ausgeschiittelt. Der goldgelbe klare Auszug wurde 





4 W. Borsche u. F. Hallwass, Ber. chem. Ges. 55, 3324 (1922). 
* T. Shimizu u. T. Oda, Diese Z. 227, 74 (1934). 
5) Diese Z. 220, 49 (1933). 
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von Ather befreit und mit verdiinnter Salzsiiure angesiuert. Das dabei 
ausgeschiedene Harz wurde durch Digerieren mit warmem Wasser pulverig. 
Die abgesaugte, pulverige Masse wurde auf der Tonplatte getrocknet. 

(Ausbeute: 9,2 g). Diese Masse wurde wieder in 300 ccm Sodalésung ge- 
lést und mit 60 g NaCl versetzt, wobei eine sirupése Masse ausgeschieden 
wurde. Die dariiberstehende Filiissigkeit wurde abdekantiert, mit ver- 
diinnter Salzsiure ausgefillt und abgesaugt. Diese mit Wasser gewaschene, 

getrocknete Masse wurde mit Ather 3mal digeriert. Die itherische Schicht 
wurde langsam abgedampft. Dabei schieden sich allmihlich an der Gefiib- 
wand Krystalle ab. Die Krystallmasse wurde von der Mutterlauge durch 
Dekantieren befreit, mit Essigester angeriihrt und abgesaugt. Dieses Roh- 
produkt (0,15 g) schmols bei 245—247°. 

Die in Ather unlésliche Masse wurde in wenig Essigester gelést, mit 
Ather gefallt und dekantiert. Aus dieser Ather-Essigesterlésung wurden beim 
Verdunsten auch noch Krystalle erhalten. Durch Wiederholung dieser 
Behandlung wurden insgesamt 0,4 g Rohkrystallisat gewonnen. Diese 
wurden in Alkohol-Aceton gelést und mit Wasser versetzt, auf dem Wasser- 
bade zur beginnenden Krystallisation ecingeengt und stehen gelassen. 
Glinzende Krystalle. Durch Umkrystallisieren stieg der Schmelzpunkt 
auf den richtigen Wert und der Mischschmelzpunkt mit der Iso-redukto- 
dehydrocholsiure aus Harn zeigte keine Depression (Schmelzp. 257—258°). 
Die spezifische Drehung und die andern Eigenschaften stimmten gut mit 
denen der Siure aus Harn iiberein. 


Spezifische Drehung: 0,0609 g Subst. in 10 ecm Aceton, 


2dm, « = + 0,35, [a]2° = + 28,73. 
3,029, 2,956 mg Subst.: 7,926, 7,717 mg CO,, 2,418, 2,372 mg H,O. 
C,,H,,0; Ber. C 71,24 H 8,97 


Gef. ,, 71,36, 71,20 ,, 8,98, 8,98. 
Methylester und Oxim der Siure. 


Der Methylester der Siiure, der mit iitherischer Diazomethanlésung 
hergestellt wurde, wurde aus verdiinnten Methanol mehrmals umkrystallisiert. 
Der krystallwasserhaltige Ester schmilzt bei 107—108° (Sintert bei 105°) 
und der getrocknete, wasserfreie scharf bei 157—158° (Sintert bei 155°), 
genau wie es bei der Siure aus Harn der Fall war’). 

Das wie friiher dargestellte Oxim des Esters krystallisiert in glinzen- 
den Bliittchen und zersetzt sich unter Aufschiumen bei 246—247°, wie das 
Oxim der von Shibuya aus Krétenharn isolierten Sidure. 


4,162 mg Subst.: 0,214 cem N (14,0° 758 mm). 
C,,H O;Ne Ber. N 6,25 Gef. N 6,11. 


Acetat der Saure. 30 mg Siure wurden mit einer Messerspitze von 
geschmolzenem Natriumacetat in 2 cem Essigsiureanhydrid 5 Stunden lang 
erwirmt. Das in Nadeln krystallisierte Acetat wurde aus verdiinntem 
Alkohol 2mal umkrystallisiert; Schmelzp, bei 215—216°, keine Depression 
mit dem Acetat der aus Krétenharn isolierten Sure. 





*) Der angeblich niedrigere Schmelzpunkt des Esters, der von Shibuya 


hergestellt wurde, diirfte durch unvollstiindige Entfernung des Krystallwassers 
bedingt sein. 




















usw. 


labei 
erig. 
knet, 
 ge- 
eden 

ver- 
nene, 
hicht 
ofiif- 
urch 


Roh- 


mit 
beim 
leser 
diese 
38er- 
sen. 
unkt 
kto- 
58°), 

mit 


ung 
ert. 
)5 %) 
5 ), 


en- 
das 


on 
ing 
em 
ion 


ya 
ers 











47 


Uber die Phosphatasen der Hefe. 
[4. Mitteilung zur Kenntnis der Phosphatasen ’).] 


Von 


Hl. und E. Albers. 


Mit 4 Figuren im Text. 





(Aus dem Biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 27. Juni 1935.) 


In der vorangehenden Mitteilung!) haben wir kurz iiber die 
Darstellung einer enzymatisch einheitlichen Hefephosphatase mit 
einem im verhiltnismiBig stark sauren Gebiet liegenden Wirkungs- 
optimum berichtet; zwischen p,, 3 und 4 vermag sie Hexose- 
diphosphat, $-Glycerophosphat und, wie sich jetzt herausstellte, 
auch a-Glycerophosphat kriftig zu spalten. Schaffner und Mit- 
arbeiter?) haben kiirzlich in einer umfassenden Untersuchung die 
Isolierung einer Phosphatase aus Hefe beschrieben, die nur 
«-Glycerophosphat bei p,, = 6,4 angemessen zu spalten vermag, 
wihrend sie Hexosediphosphat und £-Glycerophosphat nur iuBerst 
triage angreift. Sollte diese «-Glycerophosphatase die einzige 
Phosphatase in der Hefe sein, wie Schaffner und Bauer es 
offenbar annehmen, so muB nach den bestehenden Ansichten die 
mangelnde Wirksamkeit gegen das beim Kohlenhydratumsatz eine 
wichtige Rolle spielende Hexosediphosphat wundernehmen. Zweifel- 
los verfiigt die Hefezelle itiber Enzymsysteme, die auch das Hexose- 
diphosphat bei einem dem Girungsoptimum naheliegenden p,, zu 
spalten vermdgen; Untersuchungen von Kertesz*) von Pett und 
Wynne‘), von Hommerberg') und von Schuchardt®), sowie 
die den Girungsmechanismus betreffenden Untersuchungen von 


1) 3. Mitteilung: Arkiv fér Kemi, Mineral. 0. Geol. 12B, Nr. 3 (1935); 
IT u. I: Diese Z. 232, 165, 189 (1935). 

2) Diese Z. 225, 245 (1934); 282, 66, 213 (1935). 

3) J. Amer. Chem. Soc. 52, 4117 (1930). 

*) Biochemic. J. 28, 365 (1934). 

5) Sv. kem. Tidskr, 47, 63 (1935). 

6) Biochem. Z. 278, 164 (1935). 
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Raymond’, von Boyland’) und von Macfarlane’) weisen 
darauf hin. Ob jedoch dieses Spaltungsvermégen einer wirk- 
lichen Phosphatase, d. b. einem die Esterbindung spaltenden 
Ferment, zugeschrieben werden darf, ist fiir die meisten Fille 
zweifelhaft!*), denn immer wurde ein Fermentgemisch, entweder 
eine Hefeaufschlammung oder Hefesaft, verwendet. Vor allem 
die Aktivierung der Phosphatabspaltung durch Arsenat und 
Arsenit }°*) weist auf einen nicht phosphatatischen Mechanismus 
der Phosphatabspaltung hin. Wahrscheinlich wird ein glykoly- 
tischer Vorgang aktiviert, denn Pett und Wynne konnten nach- 
weisen, daB eine Aktivierung der Phosphatabspaltung nur dann 
eintrat, wenn das untersuchte Fermentpriparat gleichzeitig 
glykolytische Wirkungen auszuiiben vermochte. Auch die von 
Raymond’) und von Macfarlane’) festgestellte Aktivierung 
der Phosphatabspaltung durch Co-Zymase bei gleichzeitiger Gegen- 
wart von Arsenat greift sehr wahrscheinlich in einen _nicht- 
phosphatatischen ProzeB ein, denn wir konnten bei unseren de- 
hydrasefreien Fermenten eine Aktivierung durch Co - Zymase 
niemals feststellen. — So besteht die begriindete Méglichkeit, 
daB hiufig die Beobachtung einer vermeintlichen Phosphatase- 
wirkung nur die Folge eines vorherigen Angriffes des Phosphor- 
siiureesters, z. B. durch eine Dehydrase, ist, das fermentativ ver- 
iinderte Molekiil kénnte den Phosphorsiurerest sodann spontan 
abspalten. Bei dieser nichtfermentativen Spaltung kénnte auch 
eine Aktivierung durch Metallionen — Magnesiumionen — eine 
Rolle spielen, die in Analogie stiinde etwa zu der Beobachtung, 
daB das Magnesium auflockernd auf die leicht abspaltbaren 
Phosphorséuregruppen der Adenosintriphosphorsiure !") wirkt, und 
daB die fermentative Aufspaltung von Pyrophosphat dann maximal 


”) J. of Biol. Chem. 79, 637 (1928). 

8) Biochemic. J. 24, 350 (1930). 

®) Biochemic. J. 24, 1051 (1930). 

”) Vgl. Meyerhof, Naturw. 14, 1175 (1926); Harden, Ergebn. der 
Enzymforschg. 1, 113, (1932). 

10a) Vel. die Ubersicht bei Harden, Alcoholic Fermentation (1932); 
Macfarlane, Biochemic. J. 24, 1051 (1930); Harden, Biochem. Z. 258, 65 
(1933); Braunstein, Biochem, Z. 240, 68 (1931); Pett u. Wynne‘). Vgl. 
dagegen Margulis u. Pinto, J. of Biol. Chem. 95, 621 (1932). 

11) Barrenscheen u. Filz, Biochem. Z. 250, 286 (1932). — Durch 
Zugabe von Quecksilbersalz wird das Phosphat aus der Brenztraubensiiure- 
phosphorsiiure spontan abgespalten [KieBling, Ber. chem. Ges. 68, 600 
(1935.)] 
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aktiviert wird, wenn 2 Mol Magnesium auf 1 Mol Pyrophosphat 
entfallen }”). 

Der leitende Gesichtspunkt fiir das Studium der Hefephos- 
phatase muBte daher die Gewinnung eines einheitlichen und vor 
allem von Dehydrasen freien Fermentes sein. Wegen seiner 
Angreifbarkeit durch Dehydrasen ist das Hexosediphosphat als 
Substrat fiir die laufenden Priifungen wihrend der Herstellung 
nicht brauchbar, fiir diese wurde daher §-Glycerophosphat ver- 
wendet. Nach unseren bisherigen Kenntnissen ist es dehydratisch 
— wenigstens durch die Enzyme der Hefezelle — nicht angreifbar, 
seine Spaltbarkeit durch Phosphatasen geht parallel mit der des 
Hexosediphosphats !%), 

Friiher hatten wir festgestellt 1), daB sowohl Unterhefe !4) als auch 
Oberhefe'®) eine im sauren Gebiet bei p, = 3,3 gegen £-Glycero- 
phosphat wirksame Phosphatase enthalten, da8 aber die Oberhefe 
gegen 8—9mal mehr enthalt als die Unterhefe. Die nihere 
Untersuchung der p,,-Abhingigkeit der #-Glycerophosphatspal- 
tung durch die Fischhefen zeigte nun, daB nach der mit Ober- 
hefe aufgenommenen Aktivitits-p,-Kurve in dieser lediglich eine 
Phosphatase mit einem breiten Wirkungsoptimum zwischen p,, 3 
und 4,5 vorkommt (Fig. 1, Kurve a), keinerlei Anzeichen sprechen 
fiir das Auftreten einer nahe dem Neutralpunkt — d.h. nahe dem 
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Aktivitits-py-Kurven der Phosphatasen in frischer Unterhefe und Oberhefe. 





”) Lohmann, Biochem. Z. 262, 137 (1933). 

13) Vgl. Kay, Biochemic. J. 22, 855 (1928); Hommerberg, Diese Z. 
185, 123 (1929); Levene u. Dillon, J, of Biol. Chem. 88, 753 (1930); 
Roche, Bull. Soc. Chim. Biol. 18, 841 (1981). 

14) PreBhefe der Stockholms Norra Jistfabriken. 

5) Bierhefe der Stockholms Norra Jistfabriken. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXXXV. + 
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Garungsoptimum — optimal wirksamen Phosphatase. Die mit 
Unterhefe aufgenommenen Aktivitits-p,-Kurven hingegen zeigen 
ein unregelmiBiges Aussehen (Fig. 1, Kurve b und c), sie weichen 
stark von der berechneten Kurve ab. Sowohl mit #-Glycero- 
phosphat als auch mit Hexosediphosphat als Substrat zeigen die 
Kurven zwei Maxima: eines bei einem p,, um 3,5, welches auf 
das Vorkommen jener Oberhefenphosphatase auch in der Unter- 
hefe hinweist, und eines bei einem p,, um 6 (8-Glycerophosphat) 
bzw. 6,5—6,8 (Hexosediphosphat). In der Unterhefe kommt dem- 
nach eine zweite Phosphatase*) vor mit einem Wirkungsoptimum 
nahe dem Neutralpunkt. Ob das mit Hexosediphosphat als Sub- 
strat erhaltene Optimum nur auf das Wirken einer Phosphatase 
oder nach dem oben Ausgefiihrten nicht auch auf das Wirken 
anderer Enzymsysteme zuriickzufiihren ist, kann nicht entschieden 
werden. Sicher legen die Verhiltnisse beim Hexosediphosphat 
durch das Ineinandergreifen der vielen enzymatischen Prozesse 
im Laufe der Giarung viel komplizierter. 


Die nahe dem Neutralpunkt wirksame £-Glycerophosphatase 
kann aus der Hefe verhiltnismiBig leicht freigelegt werden * © ®), 
die im sauren Gebiet wirksame Phosphatase, die wir wegen ihres 
verbliiffend reichlichen Vorkommens in der Oberhefe hier ,,Ober- 
hefenphosphatase“ nennen wollen**), haftet dagegen auferordentlich 
fest an den Zellbestandteilen, sie geht bei der Autolyse oder 
bei der Extraktion von Trockenhefe nur zu einem geringen Teil 
in Lésung. Diese Tatsache kann man bei der Isolierung mit 
Vorteil benutzen: Durch eine liingere Autolyse werden die meisten 
der zellgebundenen Enzyme in Lésung gebracht, gleichzeitig findet 
ein weitgehender Abbau der Zellinhaltsstoffe, vor allem der Phos- 
phorsiureester und der Eiweife, statt. Aus den gewaschenen 
Zellresten wird die Phosphatase fermentativy mit Griinmalzextrakt 
freigelegt. Die erhaltenen Lésungen sind fiir das Studium der 
phosphatatischen Wirkung besonders gut geeignet, denn sie ent- 
halten nur sehr wenig anorganisches Phosphat. Dieses kann 
durch kurzdauernde Dialyse durch Kollodiummembranen entfernt 
werden, bei liingerer Dialyse tritt ahnlich wie bei der Nieren- 
phosphatase!) ein plétzlicher und irreversibler Abfall der Aktivitit 


*) Auch Schuchardt®) konnte in seiner soeben erschienenen Arbeit 
diese gegen §-Glycerophosphat wirksame Phosphatase nachweisen. 

**) An Stelle des zuerst') vorgeschlagenen Namens _ ,,Hexosediphos- 
phatase“, der zu MiBdeutungen AnlaB geben kénnte. 











mit 
gen 
hen 
sT0- 

die 
auf 
ter- 
hat) 
2m- 
um 

ub- 

ASE 

cen 

len 

hat 

se 


ase 
, * 
res 
er- 
ch 
ler 
ei] 
rit 
en 
let 








Uber die Phosphatasen der Hefe. 51 


ein: die vorsichtig im Vakuum eingedunstete Fliissigkeit der AuBen- 
zelle des Dialysators vermag keine Reaktivierung hervorzurufen. 
Offenbar tritt also auch bei der Oberhefenphosphatase wahrend 
der Dialyse eine Dissoziation des Phosphatasemolekiils in Triger- 
molekiil und aktivierendes (oder stabilisierendes) Molekiil ein, die 
nach der Dissoziation eintretende chemische Verinderung der einen 
oder beider Komponenten laBt eine Rekombination zum urspriing- 
lichen aktiven Phosphatasemolekiil nicht mehr zu?’). Es bleibt 
die Frage zu priifen, ob diese Erscheinung auBer fiir die Ober- 
hefenphosphatase und fiir die Nierenphosphatase, bei-der sie be- 
sonders augenfallig auftritt, auch fiir die iibrigen bisher bekannten 
Phosphatasen typisch ist. 

Die Phosphataselisungen zeigen im vollstindigen System*’) keine 
Dehydraseaktivitit gegen Alkohol, gegen Robisonester und gegen Milch- 
siure'*), sie sind zur Girung auch nach Zusatz von Co-Zymase und kriftig 
wirkenden Dehydrasepriparaten unfiihig. Mit Alkohol ist die Oberhefen- 
phosphatase nur sehr unvollstindig und ohne Steigerung der Reinheit 
(0,1 PE/mg) fillbar. Eine gewisse Reinheitssteigerung tritt beim Kon- 
zentrieren der Lisungen im Vakuum (40°) durch das Ausfallen eines eiweiB- 
abnlichen Niederschlages ein. 

Adsorptionsversuche zeigten, da8 Kaolin’) die Phosphatase 
zu ungefahr 25°/, und die Aluminiumhydroxyde?) A und C, die 
Phosphatase vollstiindig bei einem p,, zwischen 5 und 6 zu ad- 
sorbieren vermdgen. Mit den iiblichen Agentien ist die Phos- 
phatase nicht eluierbar*®) In solchen Fallen besonders fest 
haftender Adsorbate fiihrt oft eine Elution mit dem diesbeziig- 
lichen Substrat zum Ziel, hier vermag jedoch auch #-Glycero- 
phosphat?!) keine Elution herbeizufiihren. Auf dem Kaolin ist 
die Phosphatase. unwirksam, auf den Aluminiumhydroxyden A 
und C, ist sie beim optimalen p, zu 100°/, wirksam. 

In dieser Tatsache liegt eine giinstige Verwendungsméglich- 
keit der Aluminiumhydroxyd-Adsorbate fiir praparative Zwecke: 


u. Vv. Pantschenko-Jurewicz, Biochem. Z. 275, 114 (1934). 

17) vy. Euler u. Adler, Diese Z. 226, 195 (1934). 

18) B. Andersson, Diese Z. 217, 186 (1933). — Fiir die Priifung der 
Aktivitét gegen Milchsiiure danken wir Herrn Mag. Andersson auch an 
dieser Stelle herzlich. 

1°) Herstellungsvorschrift bei W.GraBmann, Neue Methoden und 
Ergebnisse der Enzymforschung 81, 75 (1928). 

*0) Eine geringe Elution tritt ein mit einer 0,5 molaren Lésung von 
Magnesiumsulfat in n/10 Acetatpuffer. 

1) Unter den Bedingungen eines Reaktionsansatzes. 
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zur Freilegung beispielsweise der Zuckerkomponente aus einemf 
Phosphorsiureester kann man die Phosphatase in der adsorbierteuf 
Form in fast beliebiger Konzentration zur Anwendung bringen§ 
ohne befiirchten zu miissen, dab das Ferment in Lésung gehtf 
und die Reaktionsprodukte verunreinigt. Fir solche praiparativenf 
Zwecke wischt man zweckmibig die Adsorbate vorher griindlich} 
mit n/5-Ammoniak und dann mit Wasser aus, dabei geht dasf 


adsorbierte anorganische Phosphat in Lésung. Die Phosphatase 
ist in der adsorbierten Form relativ haltbar, nach dem Trocknen 
der Adsorbate im Vakuum iiber Phosphorpentoxyd ist sie noch 
zu 40°/, wirksam, auch jetzt findet eine Elution durch das 
Reaktionsgemisch nicht statt. 

Die erhaltenen Phosphataselésungen geben bei Zusatz von Bleiacetat 
und von basischem Bleiacetat nur geringfiigige Triibungen, mit Pikrinsiure. 
mit Sulfosalicylsiure und mit Ammoniak fallen keine Niederschlige. 
Fehlingsche Lésung wird in der Hitze stark reduziert, die AuBenfliissig- 
keit einer Dialyse reduziert hingegen nicht. Die erhaltenen Liésungen sind 


also weitgehend eiweiBfrei, sie enthalten betrichtliche Mengen eines nicht 
dialysierbaren Polysaccharids, 


Aktivitats-p,,-Kurven. 

Zur eingehenden Charakterisierung der neuen Oberhefen- 
phosphatase und zu ihrer genauen Unterscheidung von den bisher 
beschriebenen Hefephosphatasen haben wir fiir Hexosediphosphat 2%), 
8-Glycerophosphat und «@-Glycerophosphat**) die Aktivitiits-p,- 
Kurven aufgestellt. Die 3 Substrate zeigen ein Maximum der 
Spaltbarkeit bei fast den gleichen p,-Werten, das AusmaB der 
Spaltung durch die gleiche Fermentmenge ist jedoch verschieden. 


























Tabelle 1. 
Optimum | Rélativ. Ausmas 
sili der Spaltung 
6-Glycerophosphat. . . . 3,8—4,0 10 
a-Glycerophosphat. . . . 4,0—4,2 4 
Hexosediphosphat .. . . 3,5 5,5 


Die Aktivitiits-p,-Kurven sind véllig regelmaBig, sie lassen das 
Vorhandensein einer zweiten Phosphatase nirgendwo erkennen. 


2) Kaliumsalz gereinigt nach der Methode von Neuberg, Biochem. Z. 
161, 240 (1925). 
9) Société des Usines chimiques Rhéne-Poulenc. 
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Daraus ist zu schlieBen, daB die dargestellten Praparate enzy- 
matisch einheitlich waren, und daB mit Sicherheit die Substrate 
Hexosediphosphat, a- und 8-Glycerophosphat von derselben Phos- 
phatase gespalten werden, deren Spezifitatsbereich damit durchaus 





x Hexosediphosphat 
° B- Glycerophosphat 








Relative Anfangsgeschwinadigkeit 
x 











7,9 
a, x a - Glycerophosphat 

. 
a ae ms 

Fig. 2. 


Aktivitats-py-Kurven der Oberhefenphosphatase. 


in dem iblichen Rahmen liegt und scharf unterschieden ist vor 
allem von dem der «-Glycerophosphatase von Schaffner und 
Bauer’). — Im stark sauren Gebiet tritt offenbar eine Zerstérung 
der Phosphatase ein; diese Zerstérung tritt nicht ein, solange die 
Phosphatase noch an die Zellbestandteile gebunden ist (vgl. die 
Aktivitits-p,-Kurven mit Hefe, Fig. 1). 


Einflu8 von Magnesiumsalzen auf die Aktivitat. 


Seit der Entdeckung Erdtmans*‘), daB die Nierenphos- 
phatase durch Zugabe von Magnesiumsalzen stark aktiviert werden 
kann, wird die Magnesiumaktivierung als ein besonderes Kenn- 
zeichen der Phosphatasen angesehen. Von den bisher bekannten 
Phosphatasen wird nur die von Davies**) beschriebene Milz- 
phosphatase nicht durch Magnesium aktiviert. Die Priifung unserer 
Oberhefenphosphatase zeigte nun das iiberraschende Ergebnis, 


4) Diese Z. 172, 182 (1927); 177, 211 (1928). 
2+) Biochemic. J. 28, 529 (1934). Weiter wird die sehr spezifisch 


wirkende Adenosintriphosphatase [Barrenscheen u. Lang, Biochem. Z. 
263, 395 (1932)] durch Mg gehemnt. 

Anmerkung bei der Korrektur: In einer soeben erschienenen Mit- 
teilung berichten Dmochowskiu. Assenhajm, Naturw. 23, 501 (1935), tiber 
eine Phosphatase im Harn, die der Milzphosphatase nahe zu stehen scheint 
und die ebenfalls nicht durch Magnesium aktiviert wird. Sie wird im Harn 
von einem natiirlichen Hemmungskérper begleitet. 
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dab sie durch steigende Zugaben von Magnesiumionen 
in steigendem Mage gehemmt wird. Sie scheint somit in 
ihrem Wesen der Milzphosphatase nahe zu stehen, wihrend die 
«-Glycerophosphatase der Hefe*) der Erythrocytenphosphatase*’ 
nahesteht. — Die Spaltung von Hexosediphosphat, von @- und 
(-Glycerophosphat wird durch geringere Magnesiummengen ungefihr 
gleich stark gehemmt, gréBere Magnesiummengen hemmen di: 
Hexosediphosphatspaltung etwas stirker. Die aus den Spaltungs- 
kurven der Fig. 3 u. 4 abgelesenen Hemmungen (ausgedriickt 
durch die Verhiltnisse der Anfangsgeschwindigkeiten nach 10 Min. 
sind in der Tab. 2 zusammengestellt. 
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{[Mg"']: x 0,0000 mol. A 0,0002 mol. © 0,0010 mol. + 0,0103 mol. @ 06,072 mol. 
Hemmung durch Magnesium. 


Auch bei Verinderung der Wasserstoffionenkonzentration 
wird die Oberhefenphosphatase durch Magnesiumionen nicht 
aktiviert. Die entsprechenden Versuchsergebnisse sind in der 
Tab. 3 zusammengestellt, die Hemmung durch Magnesium tritt 
deutlich hervor. 


25) Roche, Biochemic. J. 25, 1724 (1931); Bull. Soc. chim. Biol. 18, 
841 (19381). 
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Tabelle 2. 


Hemmung der Spaltung durch Magnesiumionen. 




















Mon) Anfangs- H 
(Me""] ™ Sa dtalont emmun 
Substrat ii je Pr — 
mol. (mg P’ freigelegt oF 
nach 10 Min.) 
0,0000 0,085 0 
Hexosediphosphat | pe Moe : 
4 ~*~ 5] VOU O 
(1 cem Fermentlésung) | 0.0103 0,050 35 
0,072 0,012 86 
a-Glycerophosphat 0,0000 0,11 0 
(1,6 cem Fermentlésung) 0,0010 0,105 5 
0,0000 0,095 i 
9 Ynar 
o-Glycerophosphat | — — : 
(0,5 cem Fermentlésung) —- pepe . 
(0, 0,0103 0,055 42 
0,072 0,033 65 











Die verwendeten dialysierten Fermentlésungen enthalten weniger als 1—2y Mg 
im cem. — Die Versuche sind bei dem jeweiligen optimalen py (vgl. Tab. 1) 


angestellt. 


Tabelle 3. 


EinfluB des Magnesiums bei verschiedenem pg. 
a) Hexosediphosphat, [Mg] = 0,0010-mol. 
























































Freigelegter P in mg nach 
Pa 20 Minuten | 40 Minuten 110 Minuten 
ohne | mit | ohne | mit ohne mit 
Magnesiumzusatz | Magnesiumzusatz | Magnesiumzusatz 
—— ] : SS pT 

3.45 0,288 | 0,234 | 0,465 0,399 | 0,668 0,611 
5,33 086 | 086 168 | 160 | 342 323 
6,65 000 000 | 000 000 | 000 000 

b) a-Glycerophosphat, [Mg] = 0,0010-mol. 

20 Minuten | 40 Minuten | 142 Minuten 
3.67 0,202 | 0,196 | 0,396 | 0,376 1,000 | 0,970 
4,29 196 184 | 374 358 | 950 913 
4,79 162 149 330 304 | 843 795 
5,84 079 076 | 177 158 482 440 
6,72 000 000 | 000 | 000 | 000 000 

c) 8-Glycerophosphat, [Mg’’] = 0,0010-mol. 

| 25 Minuten | 50 Minuten 80 Minuten 

3,82 0,544 0,500 | 0,955 | 0,885 1,275 | 1,215 
4,20 685 585 | 1,075 | 960 —_ — 
4,44 544 500 | 895 | 845 1,160 | 1,105 
5,06 410 327 | 740 | 632 025 | 0,915 
6,17 O88 070 | 134 108 0,163 | 135 
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Vorkommen eines natiirlichen Hemmungskorpers. 


In der Niere konnten wir friiher ') einen natiirlichen Hemmungs- 
kérper der phosphatatischen Wirkung nachweisen. Er ist im Kérper 
ungleichmabig verteilt, in der Darmschleimhaut kommt er nicht 
vor. Kin ahnlicher Hemmungskérper liegt auch in der Hefe vor. 
Er gibt sich einmal, ahnlich wie bei der Nierenphosphatase, 
daran zu erkennen, daB die Aktivitit der Fermentlésungen sich 
beim Aufbewahren stindig bis zu einem schlieBlich erreichten 
Endwert vermehrt (Tab. 4). Diese Vermehrung ist offenbar das 
Ergebnis eines fermentativen Abbaus des Hemmungskirpers; eine 
Infektion durch Bakterien, also ein sekundires Auftreten von 
Bakterienphosphatasen, liegt nicht vor. 


Tabelle 4. 





Relative Aktivitét nach 0 10 28 75 Tagen 
a er es oe 3,7 4,7 12,0 12,2 
se ‘lee 2,6 2,8 4,1 5,4 
eee eae 1,3 1,9 1,9 
Re Sey 1,0 1,7 














Der Hemmungskérper ist dialysierbar: eine 24 Stunden durch 
Kollodium dialysierte Fermentlisung enthielt nach der Dialyse 
1 PE im ccm, der urspriingliche Gehalt war 10 PE im ccm. 
Wurden 2,1 PE der dialysierten und 1 PE der undialysierten 
Lésung in einem Ansatz zusammen zur Wirkung gebracht, so 
entsprach diese nicht den berechneten 3,1 PE, sondern nur der 
Halfte. Aus dem Dialysat ist also offenbar der Hemmungskérper 
entfernt worden, durch seine erneute Zugabe in Form der un- 
dialysierten Lésung wird die Gesamtaktivitit herabgedriickt. 

Im Zusammenhang mit dem natiirlichen Hemmungskérper 
untersuchten wir noch den Einflu8 einiger anderer Stoffe. Wir 
fanden, daB Blausiure bis zu einer Konzentration von 0,06 mol. 
und Calcium bis zu einer Konzentration von 0,03 mol. nicht 
hemmen. — Der Zusatz von Co-Zymasepriparaten des Reinheits- 
grades ACo = 50000 zum Reaktionsansatz ruft eine merkbare 
Hemmung”*) hervor (Vers. a,, a,). Die reinsten der jetzt zuging- 
lichen Co-Zymasepraiparate [ACo = 380000**)] zeigen diese 


*) Die oft festgestellte Férderung der Phosphatabspaltung hat, wie auf 


S. 48 ausgefiihrt, andere Ursachen. 
**) Hergestellt nach einer neuerdings ausgearbeiteten Methode. 
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Hemmung jedoch fast nicht mehr (Vers. b,, b,), es muB daher 
angenommen werden, daB die beobachtete Hemmung einer Ver- 
unreinigung der Co-Zymasepriparate zuzuschreiben ist. Nun wird 
die Co-Zymase bei der Reinigung auferst hartnackig von einem 
Disulfid begleitet?"); auf Grund unserer Versuche iiber die Hemm- 
barkeit von Phosphatasen durch SH- und SS-Kérper, auf die wir 
in anderem Zusammenhang zuriickkommen*), liegt die Annahme 
uahe, daB der SS-K6érper in den Co-Zymasepriparaten die beob- 
achtete Hemmung hervorruft. 


Die 8*/, Stunden dialysierte Fermentlésung wurde ohne und mit Zu- 
satz von Co-Zymase gepriift: 


freigelegt °/, Hemmung 
a,) Ohne Co-Zymase. ... . nach 36 Min. 0,089 mg P; 
61 133 
a,) mit Co-Zymase, 46 Co. . 36 064 28 
BGO GOP. ew wet 61 093 30 
b,) ohne Co-Zymase. ... . 19 266 
50 582 
117 1,019 
b,) mit Co-Zymase, 50 Co. . 19 244 8 
ACe SBO0GO 2 ww ts 50 570 2 
117 1,019 0 


Besprechung der Ergebnisse. 


Nach den vorliegenden Ergebnissen miissen wir nicht eine’), 
sondern mindestens drei verschiedene Phosphatasen in der Hefe 
annehmen: die erste, die 8-Glycerophosphat und Hexosediphosphat 
optimal bei einem schwach sauren p,, um 6 optimal zu spalten 
vermag, eine zweite, die nur «-Glycerophosphat bei diesem p,, 
angemessen spaltet, und eine dritte, die «- und #-Glycerophosphat 
sowie Hexosediphosphat im stirker sauren Gebiet bei einem p,, 
um 4 optimal spaltet. Vor allem die erste bisher nicht in ein- 
heitlichem Zustand isolierte Phosphatase diirfte im Verlaufe der 
Gérung — soweit wir sie bisher iiberblicken kénnen — eine 
Rolle spielen. Welche Rolle der «-Glycerophosphatase, die die fiir 
die Garung wichtigen Stoffe nur auBerst triage zu spalten vermag’), 
zufallt, ist noch unklar. Ebenso l4Bt sich die physiologische 
Tatigkeit der letztgenannten Phosphatase wegen ihres so weit im 
sauren Gebiet liegenden Wirkungsoptimums nicht erkennen. Die 


*”) vy. Euler, H. u. E. Albers, Schlenk u. Giinther, Ark. Kemi, 


Min. o. Geol. 12B Nr. 4 (1935). 
2®) Ber. chem. Ges. 1935 (im Druck). 
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Oberhefe*) enthalt nur diese eine Phosphatase; man kénnte dem- 
nach die Frage aufwerfen, ob die Girung mit frischer Oberhefe 
tiberhaupt einer Phosphatase bedarf. — In diesem Zusammenhang 
ist daran zu erinnern, daB sich nur aus Unterhefe, die die bei 
Pp, 6 wirksamen Phosphatasen enthilt, nicht aber aus Oberhefe 
girkriftige Apozymasen™) herstellen lassen. Allerdings ist auc: 
bei ihnen das Mitwirken einer Phosphatase zweifelhaft, denn Boy- 
land®) konnte aus HefepreBsiiften Fermentpriiparate gewinnen, 
die, obwohl unfahig zur Phosphatfreilegung, doch bei Gegenwart 
von anorganischem Phosphat und Acetaldehyd zur Girung und 
zur Phosphorylierung fihig waren. 


Methodisecher Teil. 


Die Fermentlésungen werden durch enzymatische Freilegung der 
Phosphatase aus Hefe gewonnen. Die meistens verwendete PreBoberhefe 
wird zuniichst des gréBten Teiles ihrer Inhaltsstoffe entleert: 2 kg Preb- 
hefe***) werden mit 100 cem KEssigester verfliissigt und unter Zusatz von 
2 Liter Wasser und 50 cem Toluol '/, Stunde kriftig geschiittelt. Das 
Autolysengemisch wird 2—3 Tage unter stiindigem Riihren auf 34—35° ge- 
halten. Nach dieser Zeit ist der gréB8te Teil der Inhaltsstoffe der Hefe 
freigelegt. Die Zellreste werden abgeschleudert und sorgfiltig mehrere 
Male mit Wasser gewaschen. Sodann werden sie mit dem doppelten Volumen 
Wasser, 10 cem Toluol und 10 g Trockengriinmalz versetzt (bzw. einer ent- 
sprechenden Menge Griinmalzextrakt) und wiederum 2 Tage bei 34—35 
geriihrt. Nach dem Abschleudern wird die Fermentlésung durch Kieselgur 
filtriert. Sie enthélt anfangs bis zu 5 P.E. im Kubikzentimeter bei einem 
Trockengewicht von durchschnittlich 20 mg pro Kubikzentimeter. Der Rein- 
heitsgrad ist demnach 0,25 P.E./mg, er erfihrt beim Aufbewahren durch 
den Abbau des Hemmungskorpers eine scheinbare Steigerung bis auf 
0,75 P.E./mg. 

Das Trockengewicht vermindert sich wihrend der Dialyse durch 
Kollodiummembranen um ungefiihr 25°/,, die Dialysen dauern zweckmibBig 
zur Vermeidung der Inaktivierung') nicht iiber 3 Stunden. Nach dieser 
Zeit ist das anorganische Phosphat auf einen sehr geringen Gehalt ge- 
sunken, der Gehalt an Magnesium +) betriigt unter 1—2 y im Kubikzentimeter. 

Bei der ersten Freilegung der Inhaltsstoffe der Hefe werden héchstens 
40°/, der ,,.Oberhefenphosphatase“ mit freigelegt. Sollte bei der eigentlichen 
Freilegung der Phosphatase mit Griinmalz nicht beim ersten Male der gréBte 





*) Stockholmer Oberhefe. Die Phosphatase-Vorkommen wechseln offen- 


bar mit den Heferassen [vgl. auch Schuchardt)]. 

**) Die Unterhefen-Apozymase enthiilt, wie wir feststellten, betriicht- 
liche Mengen der ,,Oberhefenphosphatase“. 

**) Stockholms Norra Jiistfabriken. 

+) Bestimmt nach der Methode von F. L. Hahn, vgl. v. Euler, Hell- 
str6m u. Runehjelm, Diese Z. 187, 131 (1930), 
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Teil der Phosphatase freigelegt werden, werden die noch fermenthaltigen 
Zellreste erneut mit Trockengriinmalz, Toluol und Wasser bei 35° behandelt. 

Die Bestimmung der Fermentaktivitat wird in sinngemiBer Ab- 
inderung der fiir die Nierenphosphatase gegebenen Vorschrift ') vorgenommen: 
5 eem einer 0,45°/,igen Natrium-6-glycerophosphatlésung werden mit 10 ccm 
Pufferlésung (0,1n-Acetatpuffer bzw. Veronal—Acetatpuffer nach Michaelis) 
und gegebenenfalls mit den Zusitzen (z. B. Magnesiumsulfatlésung) versetzt. 
Das Gemisch wird einige Minuten auf die Reaktionstemperatur 33—34° im 
Thermostaten vorgewirmt und sodann mit der jeweiligen Fermentmenge 
versetzt. Gesamtvolumen 20 ccm. 

Die colorimetrische Bestimmung des abgespaltenen Phosphats nach 
Fiske und Subbarow’”’) erfolgt im Stufenphotometer nach der Arbeits- 
vorschrift von Teorell*), die Bestimmungen wurden stets gegen Standard- 
lisungen geeicht. — Bei der Verwendung der Hefesuspensionen wurde mit 
Trichloressigsiure enteiweiBt, hier ist die jeweilige Nullbestimmung des zu- 
sitzlich aus der Hefe abgespaltenen Phosphats besonders wichtig. 

Die pq-Werte wurden elektrometrisch im Reaktionsgemisch bestimmt, 
eine maBgebliche p,,-Verschiebung tritt wihrend der Versuchsdauer nicht ein. 

Von simtlichen Versuchen wurde die méglichst vollstiindige Reaktions- 
kurve durch mehrere P-Bestimmungen festgelegt. Nur auf diese Weise ist 
es moéglich, Fehler zu iibersehen und auszuschalten und die Anfangs- 
geschwindigkeit als MaS der Fermentmenge (Phosphataseeinheit, P.E.) 
zeichnerisch einwandfrei zu ermitteln. Es mu8 besonders darauf hin- 
gewiesen werden, daB die Bestimmung nur eines einzigen Meb- 
punktes als MaB der phosphatatischen Aktivitit, wie sie in der 
Literatur meistens angewendet wird, zu weitgehenden Fehldeutungen 
AnlaB geben kann, denn die Form der Reaktionskurve entspricht 
durchaus nicht immer einfachen reaktionskinetischen Voraussetzungen. Als 
Beispiel sei nur erwihnt, da8 vielfach bei der Aktivierung tierischer Phos- 
phatasen durch Magnesium die Anfangsgeschwindigkeiten der Spal- 
tungen unabhingig sind vom Magnesiumzusatz und daB sich Ge- 
schwindigkeitsunterschiede erst im weiteren Versuchsverlauf ergeben”*). 

Die in den Kurven angegebenen ,,relativen Anfangsgeschwindigkeiten“ 
sind aus den Versuchskurven ermittelt, sie bedeuten den nach 10 Minuten 
freigelegten Phosphor. Teilweise wurde auf Fermentmengen gleicher Wirk- 
samkeit umgerechnet. 

Die Kennzeichnung des Reinheitsgrades geschieht in Anlehnung 
an die fiir die Nierenphosphatase vorgeschlagene ,,Phosphataseeinheit“ P.E."): 
1 P.E. liegt in derjenigen Fermentmenge vor, die unter optimalen Bedingungen 
(py um 4, ¢t = 883—85°, [Mg] hier = 0) in 1 Stunde eine Phosphatmenge 
aus Na-$-glycerophosphat (0,1°/,ige Lésung) freilegt entsprechend 0,1 mg P. 

Adsorption der Oberhefenphosphatase. Die Adsorptionen werden 
in der tiblichen Weise ausgefiihrt. Die Versuche zur Aktivitiitspriifung der 
auf den Aluminiumhydroxyden A und Cy bzw. auf Kaolin adsorbierten 
Phosphatase wurden im Schiittelthermostaten bei 33° vorgenommen. 


*%) J. of Biol. Chem. 66, 375 (1925). 

8°) Biochem. Z. 280, 1 (1931); 232, 485 (1931). 

*) Wir werden auf diese von uns beobachteten Verhiiltnisse noch ein- 
gehend zuriickkommen. 
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Tabelle 5. 
Hexosediphosphat a-Glycerophosphat 8-Glycerophosphat 
; | : bag aneniaguinn TER eS lille cea 
| mg P ; mg P mg P 
| Min H Min. Min. 
ra | | frei P frei PH frei 
2,26 20 (0,048 | 8,67 44 | 0,427 | 3,71 19 | 0,390 
42 | 051 64 589 40 650 
114 | 051 108 | 1,126 
4,29 i8 | 196 
3,12 19 | 262 42 | 377 | 382 20 | 0,488 
36 | 461 143 | 950 41 693 
92 | 684 | 108 | 1,204 
| 4,79 17 | 158 
3,45 20 | 288 45 | 364 | 8,99 21 | 0,878 
42 | 469 145 865 | 42 606 
110 666 | — 109 | 1,064 
| 4,79 21 234 | 
3,84 i8 181 44 405 | 4,20 | 21 | 0,422 
39° 317 | | | | 43 | 655 
96 545 9,84 16 082 | 109 | 1,188 
43 190 
4,26 18 | 181 444 | 22 | 0,416 
39 | 317 | 8,31 17 025 | 44 640 
95 585 56 073 | 109 | 1,100 
444 | 18 | 168 | 672 | 25 | 000 | 475 | 20 | 0,840 
41 | 298 115 | 006 | 40 | 549 
96 
96 | 497 | a8 45 | 000 | 104 | 976 
5,01 18 | 104 115 | 000 | 5,06 | 21 | 308 
39 | 212 | | 44 | 516 
5 3s 8,90 46 | 000 | | 
QF | Q ] | | 
95 | 383 se 000 | 104 | 881 
5,33 20 | 086 | 5,75 | 22 | 184 
42 168 | | 44 220 
111 342 | 104 314 
| | 
5,83 20 055 | 6,17 | 26 033 
51 118 | 45 039 
110 214 | 1038 046 
6,65 22 | 000 6,76 | 23 000 
101 | 000 | 84 012 
| | 
7,18 51 | 000 6,90 | 39 000 
102 | 000 | 101 006 
| | 
7,90 51 | 000 7,18 | 25 000 
102 000 | 86 003 
} 
8,90 52 | 000 | 7,90 27 000 
102 000 | 87 000 
8,90 50 000 
160 000 
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Aktivitats-p,-Kurven. Eine Auswahl der zugrunde liegenden Ver- 
suche gibt die Tab. 5. Die Versuche sind ohne Magnesiumzusatz mit 
dialysierten Fermentlésungen angestellt. Das py-Optimum wird durch Mg- 
Zusatz nicht verindert (vgl. Tab. 3). 


Zusammenfassung. 


1. Die Oberhefe enthilt nur eine Phosphatase, die ,,Ober- 
hefenphosphatase“. Sie vermag «- und §-Glycerophosphat kriftig 
zu spalten. Sie besitzt in der Zelle ein breites Wirkungsoptimum 
zwischen p,, 3 und 4,5, nach Ablésung von der Zelle spaltet sie 
a- und f-Glycerophosphat optimal bei p,, = 3,8—4,2 und Hexose- 
diphosphat optimal bei p,= 3,5. Das relative AusmaS der 
Spaltungen fiir diese Substrate ist 4:10:5,5. 

2. Auch Unterhefe enthilt jene Phosphatase in bevorzugter 
Menge (jedoch wesentlich weniger als Oberhefe). AuBerdem ent- 
hilt die Unterhefe noch zwei nahe dem Neutralpunkt wirksame 
Phosphatasen: eine 8-Glycerophosphat spaltende und eine spezifi- 
sche a@-Glycerophosphatase [Schaffner und Bauer?)]. 

3. Das Verhalten der freigelegten und — nach Ausweis der 
Aktivitits-p,-Kurven — enzymatisch einheitlichen Oberhefen- 
phosphatase wird beschrieben. Im Verlaufe der Dialyse erleidet 
sie eine plétzliche und irreversible Inaktivierung; als Erklirung 
wird eine Dissoziation in Tragermolekiil und aktivierendes Molekiil 
und eine dabei vor sich gehende chemische Verinderung an- 
genommen. Zugefiigte Magnesiumionen bewirken eine Hemmung 
der Oberhefenphosphatase, die Hemmung ist unabhingig vom p,,.— 
Die Oberhefenphosphatase wird nach der Freilegung von einem 
natiirlichen Hemmungskérper begleitet. Dieser Hemmungskérper 
ist dialysierbar, beim Aufbewahren der Phosphataselésungen wird 
er zerstért. Auch unreinere Co-Zymaselésungen enthalten einen 
Hemmungskorper. 

4, Die Adsorbate der Oberhefenphosphatase auf den Aluminium- 
hydroxyden A und Cy sind auf den Niederschligen voll wirksam, 
eine Elution findet auch durch das Reaktionsgemisch nicht statt. 
Die Adsorbate sind dadurch fiir priparativ chemische Zwecke 
besonders geeignet. 

5. Die Rolle der Phosphatasen bei der Giirung und das 
Wesen der Spaltung von Phosphorsiureestern durch die Hefe- 
enzyme wird besprochen. 
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Uber Harnphosphatase. 
1, Mitteilung. 
Von 
Waldemar Kutscher. 


(Aus dem Physiologischen Institut der Universitit Heidelberg.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 27. Juni 1935.) 


Wahrend iiber die Organphosphatasen eine Reihe von ausgezeichneten 
Untersuchungen vorliegen, wurden die Phosphatasen der K6rperfliissigkeiten 
seltener bearbeitet. Diese Enzyme stellen aber infolge einheitlicheren Vor- 
kommens, geringerer Beimischung und z. T. nicht unbetrichtlicher Spal- 
tungen ein interessantes Objekt fiir enzymchemische Untersuchungen dar. 
AuBerdem darf man hoffen, aus dem Studium der Schwankungen im Vor- 
kommen dieser Enzyme Schliisse auf die Beteiligung derselben an im Or- 
ganismus ablaufenden Prozessen zu gewinnen, wie es schon von Kay’), 
Bodansky?’) und anderen beziiglich der Plasmaphosphatase versucht wurde. 
Aus diesem Grunde ist der Verfasser schon seit lingerer Zeit mit der Unter- 
suchung der im Harn vorkommenden Phosphoesterase beschiftigt, wobei er 
hofft, durch weitgehende Reinigung Beitriige zur Charakterisierung des or- 
ganische Phosphorsiiureester hydrolysierenden Enzyms liefern zu kénnen. 
Vorliegende Mitteilung soll eine erste Orientierung iiber die Eigenschaften 
der Harnphosphatase geben und eine Zuordnung derselben zu einem der 
bekannten Phosphatasetypen erméglichen. 


Die Tatsache, daB der Harn ein organische Phosphorsiure- 
ester hydrolysierendes Ferment enthilt, wurde meines Wissens 
zuerst von Demuth®) festgestellt, der fand, daB Harn sowohl 
von Kindern wie von Erwachsenen Hexosediphosphorsiure zerlegt. 

Verf. untersuchte nur menschlichen Harn und zwar im 
wesentlichen nur Harn von erwachsenen Minnern. Als Substrat 
verwendete er f#-glycerinphosphorsaures Natrium und das Di- 
kaliumsalz der Phenylphosphorsiiure‘), wobei er letzteres bevor- 
zugte, da es sich leicht in einheitlicher und reinster Form her- 





') J. of Biol. Chem. 89, 249 (1930). 

*) J. of Biol. Chem. 104, 473, 717 (1934). 

*) Biochem. Z. 159, 420 (1925). 

‘) C. Neuberg u. J. Wagner, Biochem. Z. 171, 485 (1925): R. Iwat- 
suru, Biochem. Z. 173, 348 (1926). 
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stellen laBt. Verf. arbeitete mit einer Substratkonzentration von 
10 mg organisch gebundenem Phosphor in einem Ansatz, welcher 
auberdem eine bestimmte Menge Puffer und 5 ccm Harn enthielt 
und mit Wasser auf 25 ccm aufyefillt wurde. (Niheres im Ver- 
suchsteil) Alle Angaben bedeuten mg P, abgespalten aus dem 
betreffenden Substrat (nach Abzug der Harnphosphate) und er- 
geben durch Verschiebung eines Komma die Spaltung in Prozenten. 


Orientierende Versuche, welche aus Analogie zur wirksamsten Phos- 
phatase des Blutes, der Erythrocytenphosphatase, beim py,-Optimum der 
letzteren ausgefiihrt wurden, zeigten, daB in jedem menschlichen Harn eine 
Phosphatase vorkommt, welche sowohl Phenylphosphorsiure, wie §-Glycerin- 
»hosphorsiure spaltet und gegen héhere Temperaturen empfindlich ist. 


Tabelle 1. 








Phenylphosphorsiure | §-Glycerinphosphorsiéure 
. l 4,77 0,95 
Minnerharn ..... 396 0,86 
fea 2,72 0,76 
Frauenham ..... £05 0.90 
? 








Temperaturempfindlichkeit: Harn wurde schnell auf 100° erwirmt und 
| Minute lang gekocht; ebenso bei 80° und 5 Minuten bei dieser Temperatur; 
py, 6,4; 4 Stunden bei 37°. 

— 1 Minute 100° 5 Minuten 80° 
3,26 0,0 0,66 


Diese Werte zeigen also 30- bis 50°/,ige Spaltungen gegen- 
iiber Phenylphosphorsiure und 8- bis 10 °/,ige gegeniiber Glycerin- 
phosphorsiure; es wurden aber auch bedeutend hdhere Spal- 
tungen, bis zu 80 und 90°/, beobachtet, und zwar bei Anwen- 
dung von nur 1 ccm Harn. Die tigliche Ausscheidung an Phos- 
phatase unterliegt groBen regelmafigen Schwankungen, mit deren 
Untersuchung Verf. z. Z. beschiftigt ist und die Gegenstand einer 
in nachster Zeit erscheinenden 2. Mitteilung sein sollen. 

Als vordringlichste Aufgabe erschien nun die genaue Fest- 
legung des p,-Optimums der Harnphosphatase; nachfolgend die 
-Aktivitiitskurve fiir die Phenylphosphorsiure- und die #-Gly- 


Dp 
1H 


cerinphosphorsiurespaltung in einem Harn mit dem spezifischen 
Gewicht 1,032. Zum Vergleich dazu wurde fiir die Phenyl- 
phosphorsiiurespaltung auch die Wirkungskurve in einem maximal 
dialysierten Harn, der praktisch elektrolytfrei (oder wenigstens 
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elektrolytarm) war, bestimmt. Alle p,-Werte wurden elektro- 


metrisch kontrolliert. 








Tabelle 2. 

a ee (2) OC 
Harn spez. Gewicht 1,032; 

Phenylphosphorsiure. . | 3,45] — | 3,85] 4,00] 4,00]3,50} — | 2,12] 1,1 
Harn spez. Gewicht 1,032; 

8-Glycerinphosphorsiure | 1,07] — | 1,10] 1,10] 1,10]0,92] — | 0,41] 0,17 
Dialysierter Harn, Pheny]- 

phosphorsiure. .... 2,90 | 3,00 | 3,23 | 3,25 | 3,23 | 2,67 | 2,04 | 0,99 | 0,31 





























Es ergibt sich also, daB das Optimum der Harnphosphatase 
bei p,, 4,0 bis 5,0 liegt und zwar villig gleichartig fiir beide 
Substrate; zwischen dem dialysierten und dem unbehandelten 
Harn besteht insofern ein Unterschied, als die p,,-Wirkungs- 
kurve des elektrolytfreien Harns um eine halbe bis ganze p,- 
Einheit ins saure Gebiet verschoben ist. Am deutlichsten trat 
diese Tatsache bei der Dialyse in Erscheinung, wie dort be- 
schrieben wird. Dieser Befund scheint deswegen von Interesse, 
weil eine Verschiebung der p,,-Wirkungskurve im Verlaufe eines 
Reinigungsprozesses bei den Phosphatasen mit saurem Optimum 
eine hiufige Feststellung zu sein scheint; so wurde bei der Phos- 
phatase aus Aspergillus Oryzae®) nach der Reinigung eine Ver- 
schiebung des Optimums von p,, 5 nach p,, 3 festgestellt. Higen- 
tiimlicherweise verhilt sich die entsprechende Phosphatase der 
Saugetierleber nach den Beobachtungen von E. Bamann und 
K. Riedel*) gerade umgekehrt: Nach 4tigiger Dialyse war die 
Py- Wirkungskurve um eine halbe Einheit ins Alkalische ver- 
schoben, was wohl mit den ganz anders gearteten Begleitstoffen, 
die die Aktivitiit einer Organphosphatase beeinflussen, erklirt 
werden darf. 

Im sauren Bereich fallt die Wirkungskurve nur langsam ab 
und ist noch bei p,, 2 kaum um 10 °/, niedriger als beim Optimum. 
Ks versteht sich von selbst, daB hier die Eigenspaltung des Sub- 
strates beriicksichtigt wurde. Es besteht also ein deutlicher 
Unterschied gegeniiber den anderen im sauren p,-Bereich wirk- 
samen tierischen Phosphatasen, der sich in der Tatsache aus- 
driickt, daB das Optimum der Harnphosphatase am weitesten im 





5) H. Kobayashi, J. of Biochem. §, 205 (1927); 10, 147 (1928); 
K. Inouye, J. of Biochem. 10, 133, 395 (1929). 
®) Diese Z. 229, 125 (1934). 
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sauren Gebiet liegt und sich etwa mit dem Optimum der sauren 
Phosphatase der Milz deckt’). Beziiglich des Vergleiches mit der 
Erythrocytenphosphatase sei auf das im nachfolgenden Dargelegte 
verwiesen; hier sei nur die Tatsache hervorgehoben, daB nach 
iibereinstimmenden Angaben der anderen Untersucher das Enzym 
der Erythrocyten bei p,, 4 nur noch einen Bruchteil der maximalen 
Spaltung zeigt, wihrend bei der Harnphosphatase kaum ein Ab- 
sinken zu beobachten ist. 

Eine wichtige Eigenschaft der Organphosphatase ist ihre 
Inaktivierbarkeit in einer Loésung, deren Reaktion ihrem p,- 
Optimum entgegengesetzt ist; es ist sogar méglich, diese Tatsache 
zur Trennung des Enzyms mit saurem Optimum von demjenigen 
mit alkalischem Optimum und umgekehrt mittels selektiver In- 
aktivierung nutzbar zu machen’), 

Es war daher interessant, das Verhalten der Harnphosphatase 
gegeniiber alkalischer Reaktion zu priifen, wozu sich die Gelegen- 
heit bot, als Verf. versuchte, die fiir die quantitative Auswertung 
des Enzymgehaltes eines Harnes stérenden Phosphate in Form 
von Magnesiumammoniumphosphat auszufillen. Es zeigte sich 
sofort, daB die Harnphosphatase in dieser Hinsicht mit dem 
Knzym der Organe weitgehend iibereinstimmt und im ammonia- 
kalischen Milieu eher noch leichter inaktiviert wird, als es bei 
dem von E. Bamann und K. Diederichs untersuchten Leber- 
enzym der Fall ist. Nachfolgend die Ergebnisse (Versuchsanord- 
nung im methodischen Teil): 


Tabelle 3 
Versuch 1: NH,-Konz. etwa n/35; py 7,84. 


A = Harnphosphate 
B = Phenylphosphorsiurespaltung (nach Abzug von A) 












































Zeit A{S@ f ze [a |B 
0 3,65 | 4,90 96 Stunden 2,74 | 3,50 
24 Stunden | 3,50 | 5,90 |] 192 __,, 0,95 | 0,95 
- 3,30 | 3,53 
Versuch 2: NH,-Konz. etwa n/24; py 8,32. 
‘ae a TD 
0 3,56 | 4,90 








24 Stunden | 2,47 | 0,00 





7) D. R. Davies, Biochemic. J. 28, 529 (1934). 
8) E. Bamann u. K. Diederichs, Ber. chem. Ges. 67, 2019 (1934). 
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Versuch 3: wie 2, nur Phosphate durch Zusatz von MgSO, ausgefallt und 
sofort abfiltriert: 

















Zeit | B IL | Zeit g2 B 
0 4 90 90 prem 1 ce 
15 Minuten | 3,83 14 Stunden 0, 25 
60 is 274 











Bei der schwach alkalischen Reaktion des Versuches 1 ver- 
lauft also die Inaktivierung relativ langsam. Nach 4 Tagen sind 
immer noch 71°/, der urspriinglichen Spaltung vorhanden und 
erst nach weiteren 4 Tagen bleiben nur noch 19,5 °/, der Anfangs- 
aktivitat iibrig. Erhéht man aber die Alkalitit des Milieus um 
ein Geringes (Versuch 2), so erreicht man schon nach 24 Stunden 
totale Inaktivierung; ein Parallelversuch, der mit Versuch 2 vdllig 
iibereinstimmte, bis auf die Tatsache, daB hier die Harnphos- 
phatase durch Mg-Zusatz quantitativ ausgefallt und abfiltriert 
wurden, zeigte sogar, da die Inaktivierung innerhalb weniger 
Stunden praktisch beendet ist. Die Ammoniakkonzentration der 
Versuche 2 und 3 entspricht annihernd den Verhiltnissen bei 
den Versuchen von E. Bamann und K. Diederichs, welche das 
Leberenzym in einer n/20-ammoniakalischen Lésung untersuchten; 
in ihrem Fall war noch nach 4 und 6 Tagen eine deutliche, 
wenn auch sehr schwache phosphatatische Aktivitit nachweisbar. 
Durch Kontrollversuche mit Glykokollpuffer von p,, 8,32 iiber- 
zeugte Verf. sich davon, daB die in den vorstehenden Versuchen 
beobachtete Inaktivierung nicht auf eine spezifische Wirkung des 
Ammoniaks zuriickzufiihren ist, sondern nur durch die Hydroxy]- 
ionen bedingt wird und prinzipiell Ahnlich verliuft. Da bei allen 
Versuchen im Laufe der Kinwirkung des alkalischen Mediums sich 
mehr oder minder groBe Niederschlige von Phosphaten aus- 
bildeten (was auch an der Abnahme des noch in Lésung befind- 
lichen Phosphatanteiles deutlich wird), so muBte auch noch an 
die Méglichkeit einer Adsorption des Enzyms an die ausfallenden 
Phosphate gedacht werden. Diese Méglichkeit konnte dadurch 
ausgeschlossen werden, daB bei jedem Versuch der Niederschlag 
unter schonendsten Bedingungen in n/100-HCl bzw. in einer 
Pufferlésung vom p,, 4,65 gelést wurde; auch Elution mit ganz 
schwach sauren bzw. neutralen Pufferlésungen wurde versucit. 
In allen Fallen erwiesen sich die Niederschlige als phospha- 
tasefrei. 


or _ 


oS a. SS SS 


w= eS 


ee ee 
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Uber Harnphosphatase. 67 


Einiges Interesse beansprucht die Frage der Herkunft der 
Harnphosphatase. Von anderer Seite*) wurde eine Entstehung 
derselben durch Auflésung von Erythrocyten diskutiert. Anderer- 
seits ist aber auch ein Organ als Quelle, z. B. die Niere, denkbar, 
wobei man einen Ubertritt der Organphosphatase vom sauren 
Optimum in den Harn annehmen miibte. Im nachfolgenden be- 
richtet der Verf. iiber weitere Eigenschaften der menschlichen 
Harnphosphatase, die einen vorliufigen Vergleich mit den in der 
Literatur beschriebenen Eigenschaften der Erythrocytenphospha- 
tase!” 7) erméglichen sollen. Da aber die Befunde der bisherigen 
Untersucher sich nur auf tierische Erythrocyten beziehen, ist eine 
eingehende Uberpriifung des Verhaltens der menschlichen Ery- 
throcyten unerlaBlich. Trotzdem eine qualitative Ubereinstimmung 
in den Eigenschaften der Erythrocytenphosphatasen bei verschie- 
denen Tierklassen besteht, braucht eine derartige Ubereinstimmung 
mit dem menschlichen Enzym nicht zu bestehen. 

Zur Charakterisierung der Erythrocytenphosphatase wird ihr 
Verhalten gegeniiber e- und §-Glycerinphosphorsaure herangezogen, 
wobei eine starke Bevorzugung des a-Esters sie vor allen anderen 
tierischen Phosphatasen auszeichnen soll; so fand z.B. Roche?) 
bei 16stiindiger EKinwirkung eine Spaltung von 38,8°/, des 
a-Ksters gegeniiber von nur 11,2°/, des 6-Esters. Verf. findet, 
daB das Enzym des Harnes, wie alle iibrigen tierischen Phos- 
phatasen und insbesondere die saure Phosphatase der Milz’), den 
8-Ester sicher starker spaltet als den «-Kster: In 2 gut mit- 
einander iibereinstimmenden Versuchen war die Spaltung des 
8-Esters sowohl vor wie nach der Dialyse etwa 3 mal starker. 























Tabelle 4. 
Phenyl- a-Glycerin- 6-Glycerin- 
phosphorsiure | phosphorsiure | phosphorsiure 
Harn spez. Gew. 1,028. 3,39 0,42 1,14 
Dialysierter Harn. . . 4,90 0,88 2,88 
Dialysierter Harn. . . 4,78 2,16 2,70 


Allerdings zeigt der letzte dialysierte Harn keinen so starken 
Unterschied zwischen der Spaltung der beiden Ester; es handelt 
sich aber hier um einen Harn, der nach der Dialyse auf 1/, des 
Volumens eingedampft wurde und lingere Zeit gestanden hatte, 





*) E. Waldschmidt-Leitz u. W. Nonnenbruch, Naturw. 1935, 164. 
10) J. Roche, Bull. Soc. Chim. biol. 18, 841 (1931). 
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so daB infolge dieser Behandlung eine Anderung im Verhalten} 


gegeniiber den einzelnen Substraten eingetreten sein kann. 


Die Aktivierbarkeit durch Mg-Ionen wurde fiir die Erythro-f 


cytenphosphatase besonders eingehend von H. Jenner und 
H. Kay") untersucht; sie fanden bei p, 7,6 und 48 Stunden 


Versuchsdauer eine z. T. recht erhebliche Aktivierung, die beif 


Hund und Ratte z. B. tiber 1000°/, betrug. D. R. Davies’) er. 


weiterte diesen Befund, indem er eine Aktivierbarkeit auch imf 


optimalen p,-Wirkungsbereich nachwies. Zur Untersuchung der 
Magnesiumaktivierung wurde ein maximal dialysierter Harn ver- 
wendet, der 11 Tage lang unter haufigem Wechsel der AuBen- 
fliissigkeit gegen destilliertes Wasser dialysiert wurde; ein Nieren- 


extrakt}*) der in der gleichen Dialysierhiilse und unter den gleichen} 
Versuchsbedingungen dialysiert wurde, zeigte eine kriftige Aktivie-| 


rung der Phosphatase vom Optimum p,, 9,0. Die Harnphosphatase 
lieB sich aber weder bei p,, 4,6 und 6-Glycerinphosphorsiure als 
Substrat noch bei p,, 6,4 und Phenylphosphorsaure aktivieren; erst 
recht negativ verliefen die Versuche beim nicht vorbehandelten Harn. 


























Tabelle 5. 

Mg-Konz. a i _ | m/100 m/200 
8-Glycerinphosphorsiiure . . py 4,6 | 2,00 1,88 | 2,02 ;, 
Phenylphosphorsiure. . . . pg 6.4 1,07 114 1,06 dialys. Harn 
Phenylphosphorsiiure. . . . py 6,4 | 1,50 _ 1,68 unbeh. Harn 








Die Harnphosphatase verhilt sich also gegeniiber Mg, so wie die 
von Bamann und Mitarbeitern (a. a.0O.) entdeckte Organphos- 
phatase vom sauren Optimum. Wenn auch zugegeben werden 
muB, daB auch unter den gewihlten Versuchsbedingungen noch 
minimale Spuren von Mg-lonen zuriickgeblieben sein kénnen 14), so 
michte Verf. doch hervorheben, daB er diese Versuche ausdriick- 
lich unter den Bedingungen durchfiihrte, die bisher fiir den 
Nachweis der Aktivierbarkeit gegolten haben, und unter denen 
die Nierenphosphatase sich regelmaBig und sicher aktivieren ]iBt. 
Uberdies wurde bei den oben erwihnten Untersuchungen des 
Erythrocytenenzyms auf eine quantitative Entfernung der Mg-lonen 
kein besonderer Wert gelegt, trotzdem nach Abderhalden}) 


11) J. of Biol. Chem. 93, 733 (1931). 

12) Hergestellt nach Erdtman, Diese Z. 172, 182 (1927); 177, 211 (1928). 
18) H. u. E. Albers, Diese Z. 232, 179 (1935). 

14) Diese Z. 25, 106 (1898). 
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die Erythrocyten verschiedener Tierarten nicht unbetriachtliche 
Mengen von Mg enthalten. 

Uberblickt man die bisherigen Befunde und beriicksichtigt 
man die Unterschiede im p,,-Optimum (Erythrocytenphosphatase 


Pq 5,8 bis 6,5, Harnphosphatase p,, 4 bis 5), so fallt auf, dab 
die Ubereinstimmung der menschlichen Harnphosphatase mit der 


Erythrocytenphosphatase keine sehr befriedigende ist. Die beob- 


achteten Unterschiede brauchen, besonders im Zusammenhang 
‘mit dem eingangs Erwihnten, nicht gegen eine Identitat beider 


Enzyme oder gegen die Entstehung des einem aus dem anderen 
zu sprechen. Zu einer endgiiltigen Entscheidung dieser Frage 
wird wohl ein eingehender Vergleich der menschlischen Harn- 
phosphatase mit der menschlichen Erythrocytenphosphatase auf 


‘der einen Seite und mit der sauren Phosphatase menschlicher 
Organe (Milz, Niere) auf der anderen Seite durchgefiihrt werden 


miissen (bzw. eine entsprechende Untersuchung bei einem ‘ier’. 
Verf. beabsichtigt, dies demnichst durchzufiihren. 

SchlieBlich sei noch erwahnt, daB auch die Phosphatase vom 
alkalischen Optimum im Harn erscheint, wie nachfolgende Ver- 
suche zeigen. Ein zum Vergleich dazu mit Plasma der gleichen 
Person durchgefiihrter Versuch zeigte der GréSenordnung nach 
ihnliche Spaltungen. Die Untersuchung der Kigenschaften dieser 
Phosphatase sowie ihrer Ausscheidungsverhiltnisse ist im Gang. 




















Tabelle 6. 
Phenyl- §-Glycerin- a-Glycerin- 
phosphorsiiure | phosphorsiure | phosphorsiure 
Harn py 9,25; 248td. 37° 0,83 0,77 0,53 
Plasma pq 9,25; 15 Std. 37° 0,83 0,74 0,52 
Reinigungsversuche: 


Nachdem Vorversuche, eine Reinigung des Enzyms durch 
Adsorptionsmethoden zu erreichen, wenig ermutigend ausfielen, 
untersuchte Verf. das Verhalten der Harnphosphatase gegeniiber 
Dialyse. Verf. verwendete Dialysierhiilsen von Schleicher und 
Schill; es wurde 5 bis 6 Tage gegen destilliertes Wasser 
dialysiert und der Fortgang der Dialyse durch quantitative Phosphat- 
bestimmung sowie durch qualitative Priifung auf Cl-[onen kontrol- 
liert. Am 4. bis 5. Tage war der Harn praktisch elektrolytfrei 
und enthielt nur noch die bekannten Kolloidbestandteile in Héhe 
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von etwa 0,5 bis 0,7 g/Liter, was durch Kindunsten von 10 bis 15 ccm 
dialysierten Harnes bei 70° und Wagen des Riickstandes kon- 


trolliert wurde. 


Tabelle 7. 
A = Phosphate. 


B = Phenylphosphorsiiurespaltung (nach Abzug von A) 
berechnet fiir je 5 ccm ursprl. Harnes. 


‘Dialysedauer | A | B_ || Dialysedauer | A | B 














0 3,64 | 4,90 |] 96 Stunden 0,32 5,25 

24 Stunden 1,389 | 4,25 nicht 

71 a 0,69 4,95 120 i nachwei- 5,25 
bar 


Parallelversuch, nur mit Kontrolle bei py, 6,4 














Dialysedauer | A B || Dialysedauer | A | Bo 

0 3,85 | 3,12 72 Stunden 0,28 1,26 

25 Stunden 1,66 2,28 96 nicht 1.14 

48 i 0,54 1,18 |} 400 sf bestimm- 114 
” bar ’ 





Aus der Versuchsreihe bei p,, 4,6 ergibt sich also eine leichte 
Zunahme der Phosphatasespaltung im Laufe der Dialyse, welche 
sich zwanglos durch den Wegfall der Phosphathemmung deuten 
liBt; die im Parallelversuch (bei dem die Spaltungskontrolle bei 
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p, 6,4 durchgefiihrt wurde und bei dem iibrigens die gleiche 
Dialysierhiilse verwendet wurde) beobachtete Abnahme bis auf 
40°/, der Ursprungsaktivitat erklart Verf. durch eine Verschie- 
bung der p,-Empfindlichkeit und betrachtet sie als eine Be- 
stiitigung der in der p,,-Aktivititskurve angedeuteten Verschiebung 
der Enzymwirksamkeit ins saure p,,-Gebiet. Diese Deutung findet 
eine weitere Stiitze in der Tatsache, daB die Aktivitaitsabnahme 
parallel mit der Abnahme der Elektrolyte verlauft und mit dem 
Verschwinden des gréBten Teiles derselben aufhért. In der 
AuBenfliissigkeit konnte (auch nach EKindampfen im Vakuum wie 
unten beschrieben) keine eindeutig meBbare phosphatatische Akti- 
vitiit festgestellt werden. 

In keinem der ausgefiihrten Dialyseversuche (auch mit 
Kollodiummembranen) konnte eine tatsaichliche Abnahme des 
Enzyms beobachtet werden, auch trat niemals die fiir die Organ- 
phosphatase vom Optimum p,, 9,0 charakteristische Aktivitats- 
abnahme bei langdauernder Dialyse!”!*) auf, die auf der Ab- 
nahme des spezifischen Aktivators beruht und durch Zusatz von 
Mg groBtenteils wieder riickgingig gemacht werden kann. Dem- 
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| entsprechend erwies sich auch ein Zusatz von Mg-lJonen zum 
_Parallelversuch der Tab. 7 als wirkungslos. Die Haltbarkeit wird 
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durch Dialyse kaum_ beeintrichtigt; 
_gewonnenes Priparat zeigte nach 11 Tagen noch die gleiche 
| Spaltung; erst nach 2 Wochen beobachtet man eine langsame 
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ein durch 7 tigige Dialyse 


Abnahme der Aktivitat‘); ein anderer dialysierter Harn war sogar 


nach 20 Tagen noch praktisch unverindert. 


Tabelle 8. 
Substrat cieten een 








_Dislysierter Harn Tr _Dialysierter Har Te 


Spaltung am 28. 2. 35 | pliene am 24. 5. 35 
Spaltung am 11. 3. 35 Spaltung am 13.6.35..... 4,78 


Bemerkenswert ist die gute Haltbarkeit der Harnphosphatase, 
vorausgesetzt, daB man das Eintreten der ammoniakalischen 
Harngiirung vermeidet; beim Aufbewahren von Harn unter einer 
Toluolschicht beobachtete Verf. auch nach 6 Wochen keine Ab- 
nahme der Aktivitit. 

Das Verhalten der Harnphosphatase bei der Ultrafiltration 
und Elektrodialyse konnte noch nicht untersucht werden, es ist 
aber beabsichtigt, dieses baldméglichst nachzuholen. 

Zur Aufarbeitung gréBerer Mengen Harn erwies es sich als 
notwendig, eine Kinengung des Volumens vorzunehmen. Durch 
Destillation im Vakuum der Wasserstrahlpumpe bei 87° gelingt 


soe ff ee 





es, den gréBten Teil des Wassers zu entfernen, ohne allzu grofe 


KinbuBe an Aktivitit. Die Destillation kann sowohl vor wie 
nach der Dialyse ausgefiihrt werden. Verf. fiihrt nur einige Bei- 
spiele an, bei denen die Spaltung nach Abschlu8 der Destillation 
nach Verdiinnen einer Probe auf das urspriingliche Volumen 
kontrolliert wurde. 

Beispiel 1: 4 Liter Harn vom spezifischen Gewicht 1,032 wurden 
innerhalb von 10 Stunden bis auf 1,1 Liter eingeengt. Spaltung vor der 


Destillation 4,80; Spaltung nach der Destillation 3,96 = 82,5°/,. 
Beispiel 2: 3 Liter dialysierter Harn wurden in 8 Stunden auf 1 Liter 


eingeengt: keine Abnahme der Aktivitit. 
In einem 3. Versuch konnte schlieBlich Harn bis auf '/,, des Ausgangs- 
volumens eingeengt werden, allerdings betrug hier die Aktivitéitsabnahme 


etwas tiber 30°/,. 
Durch kombinierte Vakuumdestillation und Dialyse sowie 


Ausfallung mit Alkohol—Ather gelingt es schlieBlich, Trocken- 
pulver von z. T. hoher Aktivitit zu gewinnen, deren Untersuchung 


zur Zeit im Gange ist. 
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Methodischer Teil. 


Substrate: Es wurde verwendet das Dikaliumsalz der Monopheny]- 
phosphorsiure hergestellt nach R. Iwatsuru (a, a. O.), das Natriumsalz der 
8-Glycerinphosphorsiure (Na-Glycerinophosphoricum cryst. Merck) und das 
Natriumsalz der a-Glycerinphosphorsiiure, welches aus einem Sonderpriiparat 
von Calcium Glycerinophosphoricum neutrale Merck mit einem Gehalt von 
weniger als 1°/, 6-Form durch Umsetzung mit der berechneten Menge 
Natriumoxalat gewonnen wurde; der Calciumgehalt war vorher durch 
Analyse ermittelt worden. Diese Substrate wurden als Lésungen, welche 
in lecm 10mg organisch gebundenen P enthielten, verwendet; nur das 
«-glycerinphosphorsaure Na kam infolge der Schwerléslichkeit des Ca-Salzes 
als Lésung mit 5 mg organisch gebundenem P zur Verwendung. Der Gehalt 
an anorganischem Phosphat war in den Substraten so gering, daB er un- 
beriicksichtigt blieb; die Eigenspaltung trat bei den angewandten Reaktions- 
zeiten noch nicht in Erscheinung, wie durch wiederholte Kontrollen fest- 
gestellt wurde. Der Gehalt der Substratlésungen an organisch gebundenem P 
wurde iibrigens nach der Veraschungsmethode von K. Lohmann") wieder- 
holt kontrolliert. 


Die Bestimmung der Phosphorsaure erfolgte nach der colorimetri- 
schen Methode von Fiske und Subbarow in der Modifikation von 
K. Lohmann und L. J endrassik'*); die Ergebnisse wurden durch hiufige 
Doppelanalysen kontrolliert und die Methode erwies sich, in den Grenzen 
ihrer Anwendbarkeit, als véllig ausreichend. 


Puffer: Im sauren Bereich wurde das Citratpuffergemisch, im alkali- 
schen Bereich der Glykokollpuffer nach S. P. L. Sérensen verwendet; sie 
wurden in der unten angegebenen Weise zum Harn zugesetzt, wobei die 
Reaktion des Harnes zu beachten ist; nétigenfalls wird sie durch Zusatz 
von 1 oder 2 Tropfen HCl dem benétigten py angeglichen. Der genauen 
Einhaltung der gewiinschten Wasserstoffionenkonzentration wurde besondere 
Aufmerksamkeit zugewendet und es wurden wiederholt sowohl vor wie 
nach Aufenthalt der Ansiitze im Thermostaten elektrometrische p,-Kon- 
trollen durchgefiihrt. 


Fermentansatz: Nachfolgend ein Beispiel, welches mit sinngemiBen 
Abinderungen fir alle Versuche gilt: 


5 cem Harn, 

10 cem Pufferlésung, 

1 cem Substrat (bei a-Glycerinphosphorsiure 2 ccm), 
Destilliertes Wasser bis 25 ccm. 


Ein Parallelansatz ohne Substrat diente zur Bestimmung der Harnphosphate. 
Alle Ansiitze kamen fiir 4 Stunden in einen Thermostaten von 37°; die 
Unterbrechung des Versuches erfolgte durch Zusatz von 15 cem 7°/,iger 
Trichloressigsiure. AnschlieBend wurde in einem aliquoten Teil die colori- 
metrische Bestimmung durchgefiihrt. 
Die Versuche zur Inaktivierung im alkalischen Milieu wurden 
folgendermaBen durchgefiibrt: 





15) Biochem. Z. 194, 309 (1928). 
16) Biochem. Z. 178, 419 (1926). 
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100 cem Harn wurden mit 2,4 ccm 1,2n-NH, (py 7,84) bzw. mit 3,5 cem 
1,2n-NH, (Py 8,32) versetzt, p;; elektrometrisch bestimmt und nach den in 
Tab. 3 angegebenen Zeiten vorsichtig je 20 cem entnommen. Durch tropfen- 
weisen Zusatz von konzentrierter HCl wurde annihernd py, 5 hergestellt 
und eine Menge, die 5 cem des urspriinglichen Harnes entsprach, fiir den 
iiblichen Fermentansatz entnommen; in einem Parallelansatz wurden auch 
hier die Phosphate bestimmt. Fiir alle 3 Versuche fand derselbe Harn 
Verwendung. 

Magnesiumaktivierung: Es wurden m/10-Lisungen von MgSO, 
krystall. zur Analyse Kahlbaum verwendet und entsprechend den an- 
gegebenen Konzentrationen den Ansiitzen zugegeben. 

Versuche mit Plasma: Es wurden je 5 ccm menschliches Citrat- 
plasma verwendet, welches durch scharfes Zentrifugieren frei von Erythro- 
eyten erhalten wurde. 


Zusammenfassung. 


1. Im Harn erwachsener Minner und Frauen kommt regel- 
miBig eine Phosphatase vor, die sowohl Phenylphosphorsiure 
wie @- und #-Glycerinphosphorsiure spaltet. 

2. Das Optimum dieses Enzyms liegt bei p,, 4—95. 

3. Die Harnphosphatase wird bei p,, 7,84 innerhalb 8 Tagen 
zu 80°/, inaktiviert; bei p,, 8,32 erfolgt die Inaktivierung inner- 
halb 24 Stunden. 

4, Sie spaltet #-Glycerinphosphorsiure stirker als den 
a-Ester. 

5. Sie liBt sich durch Mg-Ionen in m/100- bzw. m/200-Kon- 
zentrationen nicht aktivieren. 

6. Im Harn kommt auch eine Phosphatase vom alkalischen 
Optimum vor, von einer mit der Plasmaphosphatase vergleichbaren 
Spaltungsintensitat. 

7. Die Harnphosphatase liBt sich 5—6 Tage ohne Aktivitits- 
abnahme dialysieren. 

8. Sie ist langere Zeit gut haltbar und laBt sich bei miBigen 
Temperaturen im Vakuum konzentrieren; durch héhere Tempera- 
turen wird sie rasch inaktiviert. 


Bei der Ausfiihrung dieser Versuche wurde der Verf. von 
Herrn Dr. phil. Philipp Orth und Herrn Med.-Prakt. Hajo Wol- 
bergs in ausgezeichneter Weise unterstiitzt, denen herzlichst ge- 
dankt sei. Die Untersuchung wurde z. T. mit Mitteln des Kiweib- 
forschungsinstituts (Stiftung Behringer) durchgefiihrt. 
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Zur Kenntnis der Gallensduren. 
XLVI. Mitteilung. 


Von 


Martin Schenck. 





(Aus der Physiologisch-chemischen Abteilung des Veterinar-physiologischen Institute 
der Universitat Leipzig.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 28. Juni 1935.) 


Uber das Verhalten der Nitrosoverbindung C,,H,,NO, (Isobiliansiéure- 
Reihe) und des Dioxims der 7,12-Diketocholanséure gegen Salpetersaure. 


Die blau gefarbte Nitrosoverbindung C,,H,,NO,, die aus 
Biliansiure-dioxim durch Salpetersiiure unter Abspaltung einer 
Oximgruppe und Umwandlung der anderen entsteht, liefert bei 
langerer Einwirkung von Salpetersiure zuniichst die farblose 
Nitroverbindung C,,H,,NO,, die dann weiter in Biloidansiure 
C,,H,,0,, tibergeht?). Der blaue Nitrosokérper C,,H,,N,O,, der 
aus Biliansiure-oximlactam durch Salpetersiure unter Umwand- 
lung der Oximgruppe hervorgeht, gibt bei tagelanger Kinwirkung 
von Salpetersiure die farblose Verbindung C,,H,,N,O,,, in der 
ein Aminonitril oder ein Lactamamid vorliegt!). Vor einiger 
Zeit ist auch eine blaue Nitrosoverbindung beschrieben worden, 
die aus Isobiliansiiure-dioxim unter Ahnlichen Bedingungen ge- 
bildet wird wie der Kérper C,,H,,NO, aus Biliansiure-dioxim 
und ebenfalls durch die Formel C,,H,,NO, zum Ausdruck 
kommt’). Es ist jetzt versucht worden, diese Nitrosoverbindung (I) 
der Isobiliansiure-Reihe weiterzuoxydieren. Bei Verwendung 
65°/,iger Salpetersiure lieB sich bis jetzt ein brauchbares Pro- 
dukt nicht gewinnen, mit 32,5°/,iger Salpetersiiure aber erhielt 
man, bei Dampfbadtemperatur, eine gut krystallisierende, farblose 
Verbindung, die sich als Bilisoidansiiure erwies. Bilisoidansiure, 
C,,H,,O, (II), ist zuerst durch Oxydation von Isobiliansiure mit 
32,5 °/ iger Salpetersiure bei Dampfbadtemperatur bereitet worden 9), 





1) Diese Z. 222, 131 (1933). 
2) Diese Z. 208, 76 (1931). 
5) Diese Z. 139, 39 (1924). 
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Spiter lieB sich zeigen, daB die dreibasische Siure durch iiber- 
schiissige Natronlauge vierbasisch wird, anscheinend handelt es 
sich hierbei um eine ,,Benzilsiure-Umlagerung“'). Von den drei 


| in der Bilisoidansiure anzunehmenden Ketogruppen hatte sich 


beim Oximieren nur eine nachweisen lassen; da die Oximierung 
in alkalischer Lésung vorgenommen wurde, war dieser Befund 


_ nicht weiter verwunderlich, nachdem das Verhalten der Saure 
_ gegen Natronlauge erkannt worden war. Bei dieser Gelegenheit 


sei eine irrtiimliche Bemerkung, die sich in der unter FuBnote 3 
(S. 74) angefiihrten Arbeit findet, berichtigt. Auf S. 43 dieser 


| Mitteilung heiBt es von dem Oxim, daf eine kleine Probe, in 


20°/,iger Salzsiure gelést, beim Kochen eine Abscheidung gab, 


| die yoffenbar aus durch Zersetzung des Oxims zuriickgebildeter 


Bilisoidansiéure“ bestand; es kann sich aber bei dieser Abschei- 


' dung nicht um Bilisoidansiure gehandelt haben, vielmehr muB 


ihr durch iiberschiissige Natronlauge entstehendes Umwandlungs- 
produkt vorgelegen haben. Wie friiher erwihnt*), ist die Kon- 
stitution der Bilisoidansiiure noch nicht festgelegt, es kénnte auch 
eine Ketolactontricarbonsaiure in Frage kommen. Versuche, auf die 
hier nicht eingegangen werden soll und die auch noch der Wieder- 
holung bediirfen, sprechen aber doch zugunsten des Struktur- 
bildes II. Wie man sich die Entstehung einer solchen Triketo- 
tricarbonsiure aus Isobiliansiure vorstellen kann, ist friher 
erértert worden*), Aus der Nitrosoverbindung kénnte die Tri- 
ketosiure II in der Weise hervorgehen, daB zuniichst die in 
Nachbarschaft der Nitrosogruppe befindliche Methylengruppe oxy- 
diert und hierauf die Nitrosogruppe angegriffen wird, oder es 
erfolgt erst eine Abspaltung der Nitrosogruppe unter Bildung 
von Isobiliansiure und dann die Oxydation der Methylengruppe. 
Die zweite Bildungsweise hat wohl die gréSere Wahrscheinlich- 
keit fiir sich. 

Im Zusammenhang mit den oben mitgeteilten Experimenten 
ist versucht worden, noch eine andere Nitrosoverbindung herzu- 
stellen, nimlich den Nitrosokérper, der aus dem Dioxim der 
7,12-Diketocholansiure durch Salpetersiure gebildet wird. Es 
war bereits bei einer friiheren Gelegenheit darauf hingewiesen 
worden, daB das Dioxim der gleichzeitig von W. Borsche und 





1) M. Schenck u. H. Kirchhof, Diese Z. 169, 166 (1927). 
*) M. Schenck u. H. Kirchhof, Diese Z. 169, 172 (1927). 


) Diese Z. 139, 45 (1924). 
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Frl. E. Rosenkranz einerseits, von H. Wieland und E. Boersch 
andererseits beschriebenen 7,12-Diketocholansiure mit Salpeter- 
siure eine allmahlich sich griin firbende Lésung gibt. Spiiter 
tritt dann eine Triibung der Lésung ein und es scheidet sich ein 
blau gefirbter Stoff ab, der infolge seines spezifischen Gewichts 
und seiner schaumigen Beschaffenheit in der Fliissigkeit nach 
oben steigt und beim langeren Stehen eine griingelbe, dann gelbe 
Farbe (ebenso wie die Lésung) annimmt?), Es sind jetzt Ver- 
suche unternommen worden, die in dem blaugefarbten Stoff vor- 
liegende Nitrosoverbindung zu isolieren. Kine Reindarstellung 
des Nitrosokérpers ist allerdings bis jetzt noch nicht gelungen, 
weil er sich nicht in der iiblichen Weise ohne Zersetzung um- 
krystallisieren l4Bt und weil die spontan sich ausscheidende blaue 
Substanz nicht einheitlich ist. Wenn trotzdem die Versuche 
mitgeteilt werden, so geschieht dies aus dem Grunde, weil das 
Dioxim der 7,12-Diketocholansiure, das kurz als £-Dioxim be- 
zeichnet werden soll, sich etwas anders verhalt als verwandte 
Oxime aus der Gruppe der Gallensiuren. Das @-Dioxim kommt 
durch die Strukturformel [IJ zum Ausdruck und man sollte er- 
warten, daB es in Analogie zu anderen Oximen unter dem Ein- 
fluB der Salpetersiure an der 7-Oximgruppe eine Umwandlung 
unter Bildung einer Nitrosogruppe erfihrt (>CH—QC(:NOH)— 
—> >C=C(NO)—), daB die 12-Oximgruppe aber in eine Keto- 
gruppe iibergeht, daB also durch die Salpetersdure aus III die 
Nitrosoverbindung IV gebildet wird. Der Nitrosokérper IV ent- 
steht nun auch tatsichlich, aber einmal werden die Oximgruppen 
des 8-Dioxims nicht so schnell wie in anderen Fallen von der 
Salpetersiure angegriffen und dann wird auch der Stickstoff der 
12-Oximgruppe nicht sofort abgespalten, vielmehr wandelt sich 
diese Gruppe anscheinend vor der langsam erfolgenden Abspal- 
tung in eine andere Gruppe um. Ob es sich hierbei um die 
Entstehung einer Nitrosogruppe handelt, mu8 dahingestellt bleiben, 
ist aber nach friiheren Erfahrungen nicht sehr wahrscheinlich. 
Bei lingerer Einwirkung der Salpetersiiure wird dann auch die 
Nitrosogruppe an C” verindert, wie schon an dem Ubergang der 
blauen Farbe in Griin erkennbar wird. In dem spontan sich 
ausscheidenden blauen Stoff liegt also zunichst ein Gemisch von 
Verbindung IV mit einem anderen Nitrosokérper, der vorliufig 
als ,,2 N-Kérper“ bezeichnet werden soll, vor. Es sind Versuche 





1) M. Schenck u. H. Kirchhof, Diese Z. 180, 119 (1929). 
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in Aussicht genommen, auf einem Umwege zur reinen Verbin- 
dung IV zu gelangen und damit zugleich vielleicht auch die 
Natur des 2N-Korpers aufzukliren. — In den Formeln bedeutet 
die Klammer, daB sich hier der Rest C,H,,-COOH anschlieBt. 


am | a 


| | 
CH,CH,CH OC 


CH, CH, CH 
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Beschreibung der Versuche. 


1. Einwirkung von Salpetersiure auf die Nitrosoverbindung 
C,,H,,NO, (I). Die Herstellung des Nitrosokérpers I geschah in etwas 
anderer Weise als friiher beschrieben'), indem man eine verdiinntere Sal- 
petersiure benutzte und, um Material zu sparen, das Rohnitrosoprodukt 
nicht umkrystallisierte. Demgemi&8 brachte man 1,72 g Isobiliansiiure-dioxim 
mit 15,5 cem 32,5°/,iger Salpetersiiure zusammen; die sich bildende blau- 
griine Lisung schied schon nach kurzer Zeit die Nitrosoverbindung, an- 
fangs in fein verteilter, spiter in klumpiger Form aus. Die Klumpen 
zerdriickte man mit dem Glasstab und setzte, um die Ausscheidung des 
Reaktionsproduktes zu vollenden, dem Gemisch nach insgesamt 1'/, Stunden 
eine reichliche Menge Wasser hinzu. Die hellblaue Fillung wurde am 
nichsten Tag abgesaugt, mit Wasser gewaschen, zwischen Filtrierpapier 
etwas abgepreBt und in 15,5 ccm 32,5°/,iger Salpetersiiure suspendiert. 
Diese Suspension erhitzte man 1'/, Stunden auf dem Dampfbad. Der 
ungeléste hellblaue Stoff wandelte sich dabei allmihlich in eine ungeléste 
farblose Substanz um. Nach dem Erkalten wurde der farblose Kérper 
abgesaugt, mit Wasser gewaschen und aus 75°/,iger Essigsiure umkry- 





1) Diese Z. 203, 79 (1931). 
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stallisiert. Er resultierte dabei in Gestalt von regelméBigen oder mehr 
oder weniger gestreckten Sechsecken. Nach Krystallform, Léslichkeits- 
verhiltnissen und Zersetzungspunkt (230—235°; Vergleich mit einem Pri- 
parat, das durch Oxydation von Isobiliansiure mit 32,5°/,iger Salpetersiure 
gewonnen worden war) lag Bilisoidansiiure, C,,H,.O, vor. Der K6rper 
erwies sich als stickstofffrei und gab bei der Analyse, die ich dem Physio- 
logisch-chemischen Institut Leipzig verdanke, die fir Bilisoidansiure ge- 
forderten Werte. 


4,030, 4,685 mg Subst. (bei 100° i. V. getr.): 9,180, 10,670 mg CO,, 
2,440, 2,840 mg H,0. 


C,,H3,0, Ber. C 62,04 H 6,95 
C,,H,,.0, ‘Ber. ,, 62,31 » 6,54 
Gef. ,, 62,14, 62,13  ,, 6,78, 6,78. 


Die erhaltenen Wasserstoffwerte stimmen etwas besser zur Forme] 
C,,H;,0,, entsprechend auch friiher bei der Analyse der Bilisoidansiure 
gemachten Beobachtungen'), es diirfte aber doch wohl die Formel mit 
32 Wasserstoffatomen die zutreffende sein. Die Ausbeute an einmal aus 
75 °/,iger Essigsiure umkrystallisiertem Material betrug mindestens 5°/, 
des eingesetzten Dioxims. — Bei einem anderen Versuch wurde die Nitroso- 
verbindung nicht isoliert, vielmehr das Dioxim in der Kilte zum Ni- 
trosokérper oxydiert und dieser dann sofort in der Wirme in Bilisoidan- 
siure umgewandelt. 0,5 g Isobiliansiure-dioxim wurden in einem Re- 
agenzglas in 4,5 cem 32,5°/,iger Salpetersiure gelést und der nach kurzer 
Zeit sich klumpig ausscheidende Nitrosokérper mit dem Glasstab zerdriickt. 
Dann brachte man das Reagenzglas in das siedende Wasserbad und er- 
hitzte 1'/, Stunden lang. Auch hier trat allméhlich die Umwandlung des 
hellblauen Stoffes in den farblosen ein, der nach dem Erkalten wie oben 
behandelt wurde. Man erhielt Krystalle, die unter dem Mikroskop die Ge- 
stalt von reguliren Sechsecken aufwiesen und bei 240° lebhaft aufschiumten, 
nachdem schon bei etwa 230° die Zersetzung begonnen hatte. Es lag also 
auch hier Bilisoidansiure vor. 

2. Einwirkung von Salpetersiure auf das Dioxim der 7,12-Di- 
ketocholansaure. Bereitung des §-Dioxims III nach der friither gegebenen 
Vorschrift*), mit der Abweichung, da auf 1 g Ketosiure und 2 g Hydroxy]- 
aminhydrochlorid 10 cem 10°/,iger Natronlauge genommen wurden (die 
seinerzeit verwendete Natronlauge war nicht ganz 10°/,ig). 0,5 g Dioxim 
wurden in 5 ccm Salpetersiure (D. 1,4) gelést; die Lésung nahm bald eine 
grinblaue Farbe an, die nach 15 Minuten intensiv war. Zusatz von 
Wasser erzeugte eine blaBblaue Fillung, die nach einiger Zeit abgesaugt, 
mit Wasser gewaschen und fiir die Analyse im gewéhnlichen Exsiccator 
iiber Schwefelsiure getrocknet wurde. 


0,1743 g Subst.: 10,2 cem N (17,5°, 758,3 mm). 
Gef. N 6,86. 


Man vermutete zuniichst, daB es sich bei dem blaBblauen Stoff, der 
mit Diphenylamin-Schwefelsiure eine intensive Nitrosoreaktion gab, um ein 





1) M.Schenck u. H. Kirchhof, Diese Z. 169, 172 (1927). 
*) M. Schenck u. H. Kirchhof, Diese Z. 180, 119 (1929). 
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Nitrosooxim (Formel wie IV, nur an Stelle der Ketogruppe eine Ketoxim- 
gruppe) handelte, eine solche Verbindung C,,H,,N,O, verlangt 6,73°/, N. 
Die weitere Priifung ergab aber, daB der blaBblaue Kérper nicht einheit- 
lich war, wofiir auch schon das Aussehen des Stoffes sprach: er schien 
aus einer hellblauen und einer farblosen Substanz gemischt zu sein. Eine 
Probe wurde nun in Natronlauge gelést [wobei nach friiher an analogen 
Stoffen gemachten Erfahrungen Ubergang von >C=C(NO)— in >CH—CO— 
sich vollziehen muBte’)], die Lésung nach 1stiindigem Stehen mit Essig- 
siure gefallt und die farblose Fillung aus etwa 75°/,igem Alkohol umkry- 
stallisiert. In den Krystallen hitte man das 12-Monoxim der 1,12-Diketo- 
cholansiiure erwarten kénnen (C,,H,,NO,:3,47°/) N), die Analyse ergab 
aber einen viel héheren Stickstoffwert. 


0,1791 g Subst. (bei 110° getr.): 9,2 cem N (17,5°, 758,8 mm). 
Gef. N 6,03. 

Die Krystalle bestanden also wohl aus viel 6-Dioxim(C,,H;,N,0,:6,70°/, N) 
und wenig 12-Monoxim, der oben erwiihnte blaBblaue Stoff demnach aus 
viel 6-Dioxim und wenig Nitrosooxim. In den farblosen Krystallen lieBen 
sich die Oximgruppen in bekannter Weise nach Kochen mit Salzsiure usw. 
durch Fehlingsche Lésung nachweisen. 

Bei einem zweiten Versuch wurden 0,5 g Dioxim mit 5 ccm Salpetersiure 
(D. 1,4) 1 Stunde lang behandelt, die Fliissigkeit war nach dieser Zeit schwach 
getriibt (die Triibung beginnt nach etwa 40 Minuten). Ohne Riicksicht 
hierauf zu nehmen, gab man Wasser hinzu und behandelte die hellblaue 
Fillung nach Auswaschen wie oben mit Natronlauge. Nach 30 Minuten 
erzeugte man in der farblosen bzw. gelben Lésung durch Essigsiure eine 
farblose Fillung, die diesmal aus heiBem Eisessig (Anspritzen mit wenig 
Wasser) umkrystallisiert wurde. Wie die Analyse ergab, lag in der Kry- 
stallisation anscheinend wiederum ein Gemisch von Dioxim und Monoxim 
vor, nur daB jetzt das letztere iiberwog. 


0,1050 g Subst. (bei 110° getr.): 4,3 cem N (21,5°, 753,6 mm). 
C.,Hs3N.0, Ber. X 6,70 Gef. N 4,71 


Nachweis der Oximgruppen wie oben. 


Man hoffte nunmehr, in dem auf S. 76 erwiihnten blauen Ol, das beim 
lingeren Stehen der salpetersauren Lésung des Dioxims aufrahmnt, einen 
einheitlichen Stoff zu fassen und iiberlieB deshalb unter im iibrigen gleichen 
Bedingungen die Lésung 2'/, Stunden sich selbst. Die blaue dlige Masse 
wurde dann in einem kleinen Scheidetrichter von der noch griingelb ge- 
firbten und noch triiben Lisung getrennt und mit Salpetersiure (D. 1,4) 
einige Male gewaschen. Dann gab man Wasser hinzu, wodurch der blaue 
Stoff zusammenklumpte, er wurde mit Hilfe eines Glasstabes zerteilt. Nach 
Absaugen und Auswaschen mit Wasser resultierte eine gut zerreibbare 
hellblaue Masse. Um sie auf Anwesenheit von Ketoximgruppen zu priifen, 
wurde eine Probe wie oben mit Natronlauge (1'/, Stunden) und hierauf mit 
Essigsiure behandelt. Nach Kochen der Fillung mit Salzsiure usw. fiel 
die Fehlingsche Probe negativ aus. Man konnte also annehmen, daf 





1) Vgl. z. B. Diese Z. 208, 76 (1931). 


80 Martin Schenck, Zur Kenntnis der Gallensiuren. 


die reine Verbindung IV vorlag, nach dem Resultat der Analyse des blauen 
Stoffes (Trocknen im Schwefelsiureexsiccator) war dies aber nicht der Fall. 


0,1798 g Subst.: 8,8 cem N (23°, 757,8 mm). 
Gef. N 5,64. 


Verbindung IV verlangt 3,49°/, N; nehmen wir fiir den beigemischten 
2 N-Koérper“ (S. 76) die Formel C,,H,,N,O, (6,76°/, N) an, so bestand die 
analysierte Substanz etwa zu 66°/, aus 2N-Kérper und zu 34°/, aus Ver- 
bindung IV. 

Bei einem letzten Versuch betrug die Dauer der Einwirkung der 
Salpetersiiure 4'/, Stunden, die Lésung war jetzt gelb und klar (bei lingerem 
Stehen scheidet sie einen farblosen Stoff aus). Weitere Verarbeitung des 
blauen Oles und Trocknen wie oben. 


0,1778 g Subst.: 7,4 cem N (21°, 758,5 mm). 
Gef. N 4,82. 


Es lag demnach ein Gemisch von etwa 41°/, 2N-Kérper und 59°, 
Verbindung IV vor. Bei noch lingerer Einwirkung von Salpetersiure wird 
wohl der 2 N-Korper allmahlich verschwinden, d. h. in IV iibergehen, aber 
es wird auch die Nitrosogruppe der Substanz IV angegriffen werden, so 
da es fraglich erscheint, ob man so zum reinen Nitrosoketon gelangen 
kann. Vielleicht ist es méglich, durch Reduktion von IV das 7-Monoxim 
der Diketosdure herzustellen und es zu isolieren; mit Salpetersiure miiBte 
sich dann dieses Monoxim in IV iiberfiihren lassen, Versuche, die, wie 
bereits oben angedeutet worden ist, noch ausgefiihrt werden sollen. 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft spreche 
ich fiir Kreditgewihrung meinen verbindlichsten Dank aus. 
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Uber den EinfluB des Wasserstoffsuperoxyds 
auf die Fallbarkeit der Proteine. 
Von 
Pietro Rondoni und Luisa Pozzi. 


(Aus dem Institute fiir experimentelle Pathologie der Kgl. Universitat zu Mailand.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 29. Juni 1935.) 





In einer vorangehenden Arbeit (1933)') wurde von uns der 
KinfluB reduzierender und oxydierender Behandlung auf Organ- 
kathepsine untersucht und insbesondere die Feststellung gemacht, 
daB der Zusatz kleiner Mengen von Wasserstofisuperoxyd zu den 
schon einige Stunden bei 37° gestandenen Verdauungsgemischen 
eine gewisse Zunahme der mit Trichloressigsiure faillbaren Kérper 
zur Folge hat. Wir schlossen sehr vorsichtig, daB Wasserstoff- 
superoxyd die Bildung von héheren Komplexen zu férdern vermag, 
wobei es vorliufig unklar blieb, ob eine mehr physikalische 
Aggregatbildung oder eine echte chemische Verkettung stattfindet. 
Das Phinomen schien unter besonders giinstigen Bedingungen 
(Anwesenheit groBer Mengen von Abbauprodukten im Verdauungs- 
gemische, Verschiebung der Reaktion nach der alkalischen Seite, usw.) 
deutlich zu sein, die Ausschlige waren aber stets klein; was nicht 
verwundern diirfte, wenn man bedenkt, daB H,O, eine zerstérende 
Wirkung auf Proteinderivate besitzt und wahrscheinlich das fest- 
stellbare Ergebnis sozusagen die Resultante von zwei entgegen- 
gesetzten Funktionen darstellt. Unabhingig von uns und un- 
gefahr in derselben Zeit kamen Voegtlin, Maver und Johnson’) 
zu sehr interessanten Resultaten: Sauerstoffdurchleitung soll in 
Verdauungsgemischen (in Autolysaten aus Muskeln und Tumoren, 
in mit Papain-HS-Glutathion digeriertem Fibrin) eine Zunahme 
des koagulierbaren Stickstoffes hervorrufen, welche als echte Re- 
synthese von Proteinen gedeutet wird. 

Es sei hervorgehoben, daB in neuester Zeit eine Resynthese durch 
oxydiertes Papain (PaSSPa) in Gegenwart von Kupferascorbinat 





1) Diese Z. 219, 22 (1933). 
*) Science 77, 92 (1933); J. of Pharmacol. 48, 241 (1933). 
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und unter aerobiotischen Bedingungen von Bersin und Késter’) 
angenommen wurde. Kine Untersuchung aber, die mit unserer 
Arbeitsrichtung und mit unserem Gedankengange mehr iiberein- 
zustimmen scheint, stammt von Blagowestschenski und Kor- 
man’), die unsere Versuche einer Nachpriifung unterzogen haben, 
nach derselben Technik (Wasserstoffsuperoxydbehandlung, gravi- 
metrisch-azotometrische EiweiBbestimmung im Trichloressigsiure- 
niederschlage), aber an ganz verschiedenem Material (Enzym aus 
Vicia Faba-Samen, Sonnenblumenglobulin als Substrat). Diese 
Forscher bestatigen grundsitzlich unsere Ergebnisse, indem sie 
eine Zunahme des Trichloressigsiureniederschlages nach gelinder 
Wasserstofisuperoxydbehandlung feststellen. Sie diskutieren ebenso 
wie wir, ob eine tatsichlich chemische Synthese oder lediglich 
ein rein physikalischer Aggregationsvorgang dabei stattfindet: im 
ersteren Falle kénnte es sich nach Blagowestschenski und 
Korman entweder um eine echte Aminosiureverkettung und 
Bildung von héheren peptidartigen Komplexen oder um eine Ring- 
schlieBung zwischen Amino- und Carboxylgruppen der einzelnen 
Aminosiuren und Polypeptide und Bildung von cyclischen An- 
hydriden vom Typus der Diketopiperazine handeln: nur die erste 
Méglichkeit wiirde einer echten Resynthese, mit VergréSerung der 
Molekiile, entsprechen. Die Méglichkeit der Anhydridbildung, die 
ebenfalls zur Zunahme der trichloressigsiurefillbaren Stoffe 
fihren kénnte, wiirde einer Annahme von Folley*) bei der 
Plasteinbildung entsprechen, die aber von Blagowestschenski 
und Jeremejew’) nicht gestiitzt werden konnte. 

Wir wollten unsere Versuche wiederholen und ausdehnen; 
und konnten vor allem bestitigen, dab in Organextraktverdiinnungen 
die H,O,-Behandlung nicht nur eine vollstindige Hemmung der 
Autoproteolyse verursacht, sondern manchmal tatsichlich eine 
Zunahme der trichloressigsiurefillbaren Stoffe und des diesbeziig- 
lichen N zustande bringt (vgl. Versuchsteil), wobei eine gewisse 
begiinstigende Wirkung eines Zusatzes von NaCl festgestellt wurde. 
Die Zeitverhiltnisse des Zusatzes von H,O, haben insofern Be- 
deutung, als die Zunahme der fillbaren N-haltigen Stoffe deut- 
licher ist, wenn die Extraktverdiinnungen schon ziemlich stark 
vorverdaut worden sind. Die Zunahme geht manchmal sehr 





1) Diese Z. 233, 59 (1935). 


?) Biochem. Z. 270, 341 (1984). 
*) Biochemie. J. 26, 99 (1932). 
*) Biochem. Z. 270, 66 (1934). 
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rasch vor sich; es scheint aber fiir einen starkeren Ausschlag 
sehr giinstig, das Wasserstoffsuperoxyd 1—3 Stunden vor der 
Trichloressigsdurefallung einwirken zu lassen. Der fraktionierte 
Zusatz von H,O, wirkt ungefihr gleich wie der rasche Zusatz 
derselben Gesamtmenge. Es ist selbstverstiindlich, daB ein voll- 
stindiger Parallelismus zwischen gravimetrischen Bestimmungen 
und N-Bestimmungen in den Niederschligen nicht zu erwarten 
ist: obwohl die Priacipitate stets sorgfiltig mit Alkohol—Ather 
gewaschen wurden, konnten wohl kleine N-haltige oder N-freie 
Fettmengen auf dem Filter bleiben und Unstimmigkeiten in den 
einzelnen Werten verursachen. Wir miissen immer die Ergebnisse 
mehrerer Versuchsreihen zusammen betrachten und verwerten 
[Pozzi})]. 

Weitere Beobachtungen haben uns aber gelehrt, daB die 
trichloressigsdurefillbaren N-haltigen Stoffe nach Einwirkung des 
Wasserstofisuperoxydes nicht nur in den Autoproteolyseansitzen 
zunehmen, sondern auch in anderen, eiweifhaltigen Loésungen 
und besonders im Serum. Ks soll damit nicht geleugnet werden, 
daB oxydierende Agentien die enzymatischen Funktionen beein- 
flussen; um so mehr als nicht nur katheptische Systeme (Zu- 
sammenfassung bei Pozzi, a. a. O.), sondern auch lipatische 
[Waterman?)] durch H,O, einerseits, durch reduktive Kingriffe 
anderseits in mehrfacher Weise verindert werden. Wir finden 
aber, da8 eine Behandlung von Serum (wo enzymatische Vorginge 
dieser Art unwahrscheinlich sind) mit H,O, eine sogar viel stirkere 
Zunahme des Trichloressigsiureniederschlages mit sich bringt. 
Das Grundphinomen bei Kaninchenserum kann nach verschiedenen 
Versuchsanordnungen nachgewiesen werden (vgl. Versuchsteil): 
wenn man vorher bis 1:50 verdiinntes oder unverdiinntes Serum 
mit H,O, behandelt, die durch Trichloressigsiiure (Kndkonzen- 
tration 5—10°/,) erhaltenen Niederschlagsgewichte und der darin 
enthaltene Stickstoff weisen eine betrichtliche Zunahme auf, im 
Vergleich mit den Werten, die man bekommt, wenn das Serum 
oder die Serumverdiinnung einfach der Wirkung des Fiallungs- 
mittels ausgesetzt werden. Die H,O,-Vorbehandlung in allen 
untersuchten Kombinationen steigert die durch Tri- 
chloressigsdure fallbaren Proteinquoten. Wenn andere 





1) Le catepsine, esposizione, critica e ricerche sperimentali. R. Accad. 
d'Italia, Memorie cl. sc. fis. mat. e nat. 6, 193 (1935) 
*) Ztschr. f. Krebsforsch. 34, 313 (1931). 
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Fallungsmittel verwendet werden, sind die Resultate verschieden: 
wenn man die KiweiBkérper oder eiwei®ihnlichen Stoffe mit 
thermischen Eingriffen fallt, dann ist wohl auch ein gewisser 
Unterschied zu beobachten, je nachdem man mit H,O, vorbehandelt 
hat oder nicht. Wenn man dagegen mit Sulfosalicylsiure (End- 
konzentration 10°/,) fallt, dann fehlt jeder Unterschied: H,0O, 
vermag nicht die durch dieses Fiillungsmittel darstellbaren Eiweif- 
quoten zu steigern. 

Da die gewoéhnlichen H,O,-Priiparate mit einer Sure zu 
Stabilisierungszwecken versetzt werden, so daB sie sauer reagieren, 
haben wir den Kinwand entkriften wollen, dab bloB die Siuerung 
der HiweiBlésung die bessere Fiallbarkeit durch Trichloressigsiure 
hervorrufe, obwohl der durch diese organische Siure entstehende 
Siuregrad so stark ist, daB insbesondere in den gepufferten 
Lésungen, die dem sauren H,O,-Priparat zuzuschreibende Ver- 
inderung der Reaktion unbedeutend sein diirfte. Jedenfalls haben 
wir das beschriebene Phinomen in gepufferten wie in ungepufferten 
Lésungen wiedergefunden. AuBerdem wirkte eine zusammen mit 
dem Zusatz von H,O, stattfindende Alkalisierung nicht dem 
Phinomen entgegen, bei den Organextrakt- und Autoproteolyse- 
versuchen scheinbar sogar begiinstigend. Ubrigens haben wir alle 
Versuche mit einer reinen H,O,-Liésung, ohne Saurezusatz, wieder- 
holt; und ungefaihr dieselben Resultate erhalten, héchstens hin 
und wieder mit sehr unbetrichtlich kleineren Ausschligen. Wir 
miissen also dem Wasserstofisuperoxyd als solchem eine modifi- 
zierende Wirkung auf den Zustand der EiweiBstoffe im Serum 
und in den Organextrakten beimessen, die dazu fiihrt, daB gewisse 
EiweiBquoten, die sonst der Fiallung durch gewisse zwar oft un- 
vollstiindig wirkende Mittel entgehen, nach diesem oxydierenden 
Kingriffe wohl gefallt werden. Die Arbeiten von Greenwald?), 
Sjollema und. Hellerschy?), Hahn‘), Hiller und vy. Slyke4), 
Wasteneys und Borsook‘), Seibert®) haben die KiweiBbfallung 
durch Trichloressigsiure von verschiedenen Gesichtspunkten aus 
studiert. Die im Anfange vorgeschlagenen Konzentrationen von 
2,5°/, sind erhéht worden, um méglichst vollstandige Fallung der 





") J. of Biol. Chem. 21, 61 (1915); 34, 97 (1918). 
?) Biochem. Z. 84, 371 (1917). 

*) Biochem. Z. 121, 262 (1921). 

*) J. of Biol. Chem. 53, 253 (1922). 

5) J. of Biol. Chem. 62, 1 (1924). 

®) J. of Biol. Chem. 70, 265 (1926). 
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echten Proteine zu bekommen: so verwendet Seibert (a. a. O.) 
eine Endkonzentration von 16°/,, um alle Proteinquoten des Blut- 
plasmas zu beseitigen und den Reststickstoff so zu bestimmen. 
Solche Konzentration soll aber nach Hiller und van Slyke 
(a. a. O.) eine gewisse Hydrolyse der Proteine hervorrufen. Die 
meisten Forscher begniigen sich mit Konzentrationen von 5—10°/, 
und denken damit die echten Proteine plus eventuell die sogenannten 
Metaproteine abzutrennen. Es ist allgemein anerkannt, daf Tri- 
chloressigsiure Proteosen und Peptone nicht mitfallt; es sind 
sogar darauf Bestimmungsmethoden fiir solche hédhere Abbau- 
produkte gegriindet, indem man den N-Gehalt eines Filtrates nach 
Trichloressigsiurefillung und nach Phosphorwolframsiurefillung 
bestimmt und aus der Differenz die N-Quote der genannten Ab- 
bauprodukte berechnet (Hahn, a. a. O.). Nun miissen wir an- 
nehmen, daB in Organextrakten (mit saurem Glycerin hergestellt) 
und im Serum EiweiBquoten oder EiweiBderivate vorhanden sind, 
die durch 5- und auch 10°/,ige Trichloressigsiure nicht gefallt 
werden, die wohl aber fillbar werden, wenn sie einer Kinwirkung 
von H,O, ausgesetzt worden sind, die wir als aggregierend und 
dispersionsvermindernd vorliufig betrachten méchten und die 
jedenfalls solche Kérper fiir die Fallung durch die genannte 
Siure empfindlich macht. Die thermische Fallung ist auch be- 
kanntlich nicht immer vollstindig; deshalb kommt ebenfalls die 
kondensierende Wirkung des Wasserstoffsuperoxydes zum Vor- 
schein. Die Fallungsmittel dagegen, die von vornherein voll- 
stiindig Proteine und héhere Abbauprodukte niederschlagen, 
kénnen nicht einen Zuwachs an gefillten Stoffen nach H,O,-Kin- 
wirkung aufweisen. 

Ks sei hervorgehoben, daB dieses Phinomen im Serum und 
in anderen komplizierte Proteinsysteme enthaltenden Substraten 
am deutlichsten ist; wenn man aber eine Ovalbuminlésung her- 
stellt und sie der H,O,-Wirkung unterzieht, bekommt man keine 
oder jedenfalls sehr kleine Pricipitatzuwichse. Ovalbumin ist 
eigentlich eine chemische Einheit mit einem nicht sehr groBen 
Molekulargewichte [34000 nach Sérensen’), 34500 nach Sved- 
berg und Nichols”)]; und das betreffende kolloidale System ist 
wahrscheinlich gleichformig und liBt nicht eine Differenzierung 
der leichter fallbaren Komponente von den weniger fallbaren 


1) C. r. d. travaux du Laboratoire Carlsberg 18, 5 (1930). 
2) J. amer. chem. Soc. 48, 3081 (1926). 
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Komponenten zu, auf die das oxydierende Agens seine zustands- 
verindernde Wirkung ausiiben kann. Das Blutserum ist dagegen 
ein Auberst kompliziertes und polydisperses System; es enthiilt 
nach einer von Block?) auf Grund der Arbeiten von Sérensen 
(a. a. O.) entwickelten Anschauung nicht verschiedene Hiweib- 
individualititen, sondern reversibel dissoziable Komponenten- 
systeme; und die gewéhnlich erhaltenen Fraktionen stellen des- 
halb bloB kiinstliche Produkte dar. Block (a. a. 0.) méchte von 
einem einzigen Serumprotein sprechen, das er Orosin nennt. 
Wir kénnen uns hauptsichlich auf die schénen Arbeiten von 
Sérensen (a. a. 0.) beziehen, der die Proteine im allgemeinen 
als ,coprecipitation Systems“ oder ,coacting systems* 
betrachtet, die aus relativ kurzen, durch Restvalenzen locker und 
reversibel gebundenen Hauptvalenzketten bestehen sollen; und 
wir méchten annehmen, daB auch oxydierende Agentien ebenso 
wie andere Faktoren (Salzgehalt, H-lonenaktivitit, ‘Temperatur, 
Alkohol usw.) Verinderungen in den lockeren Bindungen der 
Systeme hervorrufen und neue Aggregate entstehen lassen, die 
gewissen wahren faillenden Wirkungen gegeniiber erst zugianglich 
werden. 

Kine vorsichtige Erwirmung der Extrakt- oder Serumverdiin- 
nungen vor H,O,-Zusatz schwicht das Phinomen ab; wahrschein- 
lich in Folge einer auf den thermischen EinfluB zuriickzufiihrenden 
Zustandsverinderung (Dispersionsverminderung?), die die Gelegen- 
heit und Méglichkeit der weiteren gleichsinnigen H,O,-Wirkung 
beschrinkt. 

Immunsera scheinen sich wie Normalsera in dieser Hinsicht 
zu verhalten: es waren aber weitere Versuche angebracht, um zu 
sehen, ob und inwieweit bei verschiedenen physiologischen und 
pathologischen Zustinden diese durch H,O,-Vorbehandlung zum 
Vorschein gebrachte Protein- und Polypeptidquote des Serums 
Abweichungen aufweist. Wir wollen auch darauf hinweisen, dai 
ein Pferdeserum nach Vorbehandlung mit H,O, in einem Pra- 
cipitinversuche (mit einem Anti-pferdeeiweib-kaninchenserum) ge- 
prift wurde, um zu sehen, ob die von uns als kondensierend an- 
gesprochene H,O,-Wirkung mit einer Verinderung der serologischen 
Spezifitat einhergeht: wir fanden keinen Unterschied im Vergleich 
mit dem unbehandelten Serum, d.h. beide Sera ergaben genau 
bis zur selben Verdiinnung mit dem pricipitinhaltigen Serum die 


1) J. of Biol. Chem. 104, 348 u. 347 (1934); 105, 455 (1934). 
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zonale Reaktion. Es tritt also wahrscheinlich keine groBe Dena- 
turierung der Proteine ein; und die die Reaktion mit den Anti- 
kérpern vermittelnden spezifischen Gruppen scheinen gréBtenteils 
unbeeinfluBt zu bleiben: dariiber aber sollen weitere Untersuchungen 


Auskunft geben. 
Um eine eventuelle physikalische Verinderung durch H,O, 


besser zu ergreifen, wurden kryoskopische und. viskosimetrische 
Bestimmungen gemacht, die vorliufig keine deutlichen Ausschlige 


ergaben. 
Versuchsteil. 


1. Zunahme des Trichloressigsiureniederschlages und des diesbeziig- 
lichen N in Verdauungsansitzen nach Einwirkung von Wasserstoffsuper- 
oxyd. Begiinstigt durch NaCl. 

Gemisch: doppelt destilliertes Wasser 320 ccm, 
Essigsiure—Acetatpuffer (1:1) 18 ccm, 
Kaninchenleberextrakt (mit saurem Glycerin nach Wald- 
schmidt-Leitz u. Deutsch) 21 ccm. 


Man teilt in 7 Portionen von je 50 cem; eine erste Portion wird so- 
fort mit 7 ccm Wasser und 20 cem der 20°/, igen Tr-Lésung versetzt (Por- 
tion 1); die anderen Portionen bleiben 3 Stunden bei 37°; dann wie folgend 
behandelt: 

2. Zusatz von 7 ccm Wasser und sofort 20 cem der Tr-Lésung, 

a lw 2 ~ » 3; 4Stunden bei 37°; 20 ccm der Tr-Lésung, 

ij a Ew “ und 5 cem H,0O,; 4 Stunden bei 37°; 20 ccm 
der Tr-Lésung, 


i « » 2 , NaOH und 5 cem H,O,; 4 Stunden bei 37°; 20 cem 
der ‘T'r-Lésung, 
i ~~ » 2 4 20%, iger NaCl-lésung und 5eccem H,0,; 4 Stunden 


bei 37°; 20 cem der Tr-Lésung, 
» 1 , 20%,iger NaCl-Lésung, 1 ccm n-NaOH und 5 ccm 
H,0,; 4 Stunden bei 37°; 20cem der Tr-Liésung. 


Die Niederschliige (unverdautes Protein) werden auf tarierte Filter 
gesammelt, mit verdiinnter Tr-Lésung und dann mit Alkohol-Ather ge- 
waschen, bei 110° getrocknet, gewogen, dann nach Kjeldahl verarbeitet. 


‘ 


? 


Ergebnisse (in mg). 





5 6 7 








Ansatz 1 2 3 4 


54,5 | 54,6 | 54,7 
80 | 88 | 8,8 











Niederschlagsgewichte . | 77,2 | 52,1 | 45,8 | 53,5 
NGebeMt 1. 10,9 | 7,6 | 6,7 | 7,8 


2. Zunahme des Trichloressigsiureniederschlages wie bei 1.  Be- 
deutung der Zeitverhiltnisse: gréBere Zunahme nach 3 Stunden Verdauung. 


Gemisch: doppelt destilliertes Wasser 270 ecm, 
Essigsiure-Acetpuffer (1: 1)  » 
Kaninchenleberextrakt (wie bei 1) 18 ,, 
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Man teilt in 6 Portionen von je 50 ccm. Eine erste Portion wird go. 
fort mit 5 ecm Wasser und 20 cem der 20°/, igen Tr-Lésung versetzt (Ansatz 1): 
eine andere Portion wird sofort mit 5 cem H,O, und 20 cem der 20°/igen 
Tr-Lésung versetzt (Ansatz 2); die anderen Portionen bleiben 3 Stunden bej 
37°, dann erhalten sie: 


3. 5cem Wasser und 20 cem der Tr-Lésung, 

4. 5eem H,O, und 20 cem der Tr-Lésung, 

5. 5 cem Wasser; nach 3 weiteren Stunden bei 37° 20 cem der Tr-Lésung, 
6. 5ceem H,O,; nach 3 weiteren Stunden bei 37° 20 cem der Tr-Lésung. 


Die Niederschlige werden wie bei 1. behandelt: Gewicht- und Stick- 
stoff bestimmungen. 


Ergebnisse (in mg) 























Ansatz | 1 2 | 3 | 4 | 5 | 6 
Niederschlagsgewichte . | 70 71,9 47,9 51,9 39,6 48,6 
N-Gehalt me 9,24} 966] 7,28] 882] 602] 7,42 











Ein ganz leichter Wiederaufbau von fillbaren N-haltigen Stoffen wiire 
aus dem Vergleich von 6 mit 3 zu entnehmen. Es ist jedenfalls deutlich, 
daB die durch H,O,-Zusatz beeinflubten Werte (2, 4, 6) stets héher als die 
unbeeinfluBten (1, 3, 5) sind; und daS die H,O,-Wirkung am ausgesprochen- 
sten ist, wenn sie nach 3 Stunden Verdauung einsetzt (Vergleich der Unter- 
schiede 5—6 und 38—4 mit dem Unterschiede 1—2, der sehr klein ist). 
Einige Male scheint der Ausschlag deutlicher in den Ansitzen, die nach 
H,O,-Zusatz und vor der Fillung mit Tr-Lésung eine bis drei Stunden bei 
37° gestanden haben; bei dem hier wiedergegebenen Versuche ist der Unter- 
schied 5—6 nicht gréBer, eher etwas kleiner als der 3—4, wenn man die 
N-Werte im Auge behilt, die wohl zuverlissiger als die gravimetrischen Be- 
stimmungen sein diirften. 


38. Zunahme der trichloressigsdurefillbaren N-haltigen Stoffe nach 
H,0,-Behandlung von Serum. 
Gemische: 1. 1 cem Kaninchenserum + 1ccm H,Q,. 


B42 w - + 1 ,, Wasser. 

3.1, ,9 + 20 ,, physiol. NaCl-Lés. 
+ 5cem H,Q,. 

4.1 ,, ‘9 + 20 ,, physiol. NaCl-Lés. 


+ 5cem Wasser. 


Bald darauf Zusatz von 8 cem einer 10 °/,igen Tr-Lésung bei 1. und 
2.; und von 24ccm einer 20°/,igen Tr-Lésung bei 3. und 4. Filtration, 
Waschen. 


Ergebnisse (in Milligramm). 




















Ansatz 1 2 | 3 | 4 
Niederschlagstrockengewichte. . 44,4 38 44,4 38,6 
N-Gehalt. 6... 0. ee 6,86 5,32 6,86 5,46 





(Se 


Ww 








i 
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4. Dasselbe Phiinomen wie bei 3., nur nach anderer Versuchsanordnung 
(Serum mit dest. Wasser verdiinnt, Gegenwart von Acetatpuffern). 

Gemisch: Dest. Wasser 282 cem. 

Essigsiure—Acetatpuffer (1:1) 24 ecm. 
Kaninchenserum 6 ccm. 

Man teilt in 6 Portionen von je 50 ccm. Eine Portion wird mit 5 ccm 
Wasser versetzt und sofort darauf mit 20 cem der 20 °/,igen Tr-Liésung 
cefillt (Portion 1). Eine andere Portion wird mit 5 cem H,O, versetzt, 
dann Zusatz derselben Menge von Tr-Lésung (Portion 2). Die 4 iibrig- 
bleibenden Portionen stehen 3 Stunden bei 37°; dann 


bei 3. Zusatz von 5 cem Wasser, 20 ccm der Tr-Lésung; 


>] 4. ] ” 4) ? H az, 20 ”? +P] 

» - » © 5 Wasser, 3 weitere Stunden bei 37°, 
20 ecm der Tr-Lésung; 

« < * , 95 5  H,O,, 3 weitere Stunden bei 37°, 


20 cem der Tr-Lésung. 
Die Niederschlige werden wie gewéhnlich gesammelt, gewaschen und 
cetrocknet. N-Bestimmungen nach Kjeldahl. 


Ergebnisse (in Milligramm). 





Ansiitze 1 














Niederschlagegewiehte 43,7 64,8 41,4 | 61,6 i] 39,5 
N-Gehalt. ... 578 | 826) 5,60] 7,84] 5,32 
Es scheint eine leichte Hydrolyse der KiweiSstoffe wihrend des 
Aufenthaltes des Serums bei 87° stattgefunden zu haben (Vergleich der 
-, 5-Werte). Die Pricipitatmengen und der diesbeziigliche N sind stets 
viel héher in den der Wirkung des H,O, ausgesetzten Portionen. 








5. Dasselbe wie bei 4., Serum mit physiol. Kochsalzlésung verdiinnt, 
ohne Puffer. 
Gemisch: 0,9 %/,ige NaCl-Lésung (mit doppelt destilliertem Wasser 
hergestellt) 306 ccm. 
Kaninchenserum 6 cem. 
Man teilt in 6 Portionen von je 50 cem; weitere Behandlung genau 
wie bei 4. 
Ergebnisse (in Milligramm). 

















Ansiitze | 1 | 2 | 3 4 | 5 | 6 
Niederschlagsgewichte | 61 78,4 60, 8 80,7 63 79,8 
N-Gehalt. . : 8,54 10,50 8, 26 10,92 8,82 10,64 











Bei jeder Kombination, von kleinen UnregelmaBigkeiten abgesehen, 
erscheint, sehr stark ausgesprochen, das Grundphiinomen der Steigerung 
der Werte durch H,0,-Vorbehandlung (2-, 4-, 6-Werte). Man kann mit der 
doppelten Menge (50 ccm) der 20 °/,igen Tr-Lésung pricipitieren, d. h. eine 
Endkonzentration von 10°/, Trichloressigsiure erreichen: die Unterschiede 
der H,O,-Vorbehandlungswerte den Normalwerten gegeniiber fallen stets 
gréBer aus. 
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6. Keine Zunahme der Niederschliige und des fillbaren N unter dem 
EinfluB des Wasserstoffsuperoxydes, wenn als Fillungsmittel Sulfosalicy]- 
siiure verwendet wird. 

Gemisch: 0,9 °/,ige NaCl-Lisung 306 ccm. 
Kaninchenserum 6 ccm. 

Man teilt in 6 Portionen von je 50 ccm. Eine Portion wird mit 5 cem 
Wasser versetzt, sofort darauf Fillung der Kiwei8kérper mit 50 ccm einer 
20 °/,igen Sulfosalicylsiurelésung (Portion 1). Eine Portion (2) wird mit 
5cem H,O, versetzt, dann Zusatz von 50 cem der Sulfosalicylsiiurelésung. 
Die anderen Portionen stehen 3 Stunden bei 37°; dann 


bei 3. Zusatz von 5 cem Wasser, 50 cem der Sulfosalicylsiurelésung; 
4. ” » O ” H,0,, 50 ” ” ” 
Wasser, 3 weitere Stunden bei 37°, 
50 cem der Sulfosalicylsiurelésung; 
a 8 * » © , H,O,, 3 weitere Stunden bei 37°, 
50 cem der Sulfosalicylsiurelésung. 


9 


ra 
99 Ue ” » OD 45 


Die Niederschlige werden auf tarierte Filter gesammelt, mit 5 °/,iger 
Sulphosalicylsiurelésung, dann mit Alkohol und Ather gewaschen, ge- 
trocknet, gewogen, nach Kjeldahl verarbeitet. 


Ergebnisse (in Milligramm) 











Ansiitze | 1 | 2 | 3 4 | 5 | 6 
Niederschlagsgewichte | 87 87,2 86,8 86,4 85,2 86,6 
N-Gehalt . 9,8 9,8 9,7 9,7 9,4 9,7 











7. Zunahme der durch Erhitzen (pq 4,7) einer Serumverdiinnung fiill- 
baren Stoffe unter EinfluB des Wasserstoffsuperoxydes. 


Gemisch: Destilliertes Wasser 204 ccm. 
Kaninchenserum 4 cem. 


Man teilt in 4 Portionen von je 50 ccm. Eine Portion wird mit 5 ecm 
Wasser und 3 cem Essigsiure—Acetatpuffer (1:1) versetzt, dann 10 Minuten 
im kochenden Wasserbade erhitzt (Portion 1). Eine Portion 2 wird mit 
5cem H,O, und 3cem Puffer wie oben versetzt und ebenfalls erhitzt. 
Portionen 3 und 4 stehen 3 Stunden bei 37°, dann wird Portion 3 mit 
5 cem Wasser und 3 ccm Puffer versetzt und erhitzt; Portion 4 wird mit 
5 eem H,O, und 3cem Puffer versetzt und erhitzt. Die Priicipitate werden 
auf tarierte Filter gesammelt, gewaschen, getrocknet und gewogen. 





Ansiitze | 1 | 2 | 3 | 4 





| 46,1 | 49,5 50,3 | 60,9 





ND 6. 5: k ct i ee eee 


Beim Vergleich, insbesondere von 4 mit 3, erscheint eine starke Zu- 
nahme des thermisch gefiallten Materials nach H,O,-Einwirkung. 
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